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RESUMO

Na ultima década, células de inseto como a Spodoptera frugiperda Sf9 tém
sido intensamente empregadas para a produgao de proteinas recombinantes e de
biopesticidas. Os sistemas de expressao baseados em baculovirus tornaram-se
muito populares para a obtengdo de componentes de vacinas, sendo uma de suas
vantagens sobre outros sistemas a expressdo em niveis elevados. Quando
utilizados como pesticidas no controle da /agarta da soja Anticarsia gemmatalis, os
baculovirus do tipo AgMNPV sao considerados eficientes e seguros, pois nao
infectam vertebrados. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de substituir,
em meios de cultura para células de inseto do tipo Spodoptera frugiperda Sf9, total
ou parcialmente, o soro fetal bovino (SFB) por concentrado protéico de soro de
leite bovino (CPSL) e permeado liofilizado do soro de leite (PL) associados a
extrato de levedura, visando a aplicagdo na produgao de baculovirus AGQMNPV. A
suplementacdo do meio Grace com estes componentes e com glicose e Pluronic
F68 (PF68) foram avaliados através do planejamento experimental, com o intuito
de aumentar a concentracao e a viabilidade celular na fase média exponencial. A
glicose foi empregada como fonte de carbono e energia, o Pluronic F68 foi
utilizado como agente protetor contra tensées de cisalhamento, enquanto que o
extrato de levedura e os derivados de leite ultrafiltrados como fonte de
aminoacidos e fatores de crescimento. O emprego de extrato de levedura, CPSL e
do PL resultaram em um aumento expressivo na concentracido e na viabilidade
celular. Apds seis subcultivos para a adaptagdo celular nas formulacdes
propostas, obtiveram-se em meio Grace contendo 2,7g/L de glicose, 8g/L de
extrato de levedura, 1% (v/v) de SFB e 5% (m/v) de CPSL, 37,5x10° células
viaveis/mL, ou 2,7g/L de glicose, 8g/L de extrato de levedura, 3% (v/v) de SFB e
1% (m/v) de PL, 46,7x10° células viaveis/mL. A infecgdo para a producdo de
baculovirus resultou em 1,6 x10” poliedros/mL, valor este cerca de 2,6 vezes
maior que o obtido com o meio Grace tradicionalmente empregado suplementado
com 10% de soro fetal bovino e apenas 0,9 vezes menor que o observado no

oneroso meio de composi¢ao quimica definida Sf900Il, meio livre de soro bovino.
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ABSTRACT

During the last decade, insect cells such as Spodoptera frugiperda Sf9
cells have been extensively used for recombinant proteins and biopesticides
production. Baculovirus-based expression systems have become very popular for
the production of vaccine components, and one of the advantages of baculovirus
over other expression systems is that proteins are normally expressed at very high
levels. When used as biopesticides against soybean Anticarsia gemmatalis
caterpillar, AQMNPV baculoviruses are considered effective and safe, since they
are unable to infect vertebrates. The purpose of this work was to access the
potential of lyophylized milk whey ultrafiltrate (MWU) and retentate (MWR) when
associated to yeast extract (YE) to partially or totally substitute fetal calf serum
(FCS) in Spodoptera frugiperda Sf9 cells culture media, aiming AgMNPV
baculovirus production. The supplementation of Grace’s media with these
components as well with glucose and Pluronic F68 was evaluated through the use
of an experimental factorial design approach, intending to increase cell
concentration and viability in the midexponential phase. Glucose was employed as
a carbon and energy source and Pluronic F68 (PF68) was used as a protective
agent against shear stress, while yeast extract and both milk whey ultrafiltration
fractions supplied essential aminoacids and growth factors, beyond other
components. The use of YE, MWU and MWR resulted in significant increase in the
concentration and viability of Sf9 cells. After 6 consectutive passages for cell
adaptation, the largest concentrations of viable cells were obtained with Grace’s
media containing either 2.7 g/L glucose, 8 g/L YE, 1% (v/v) FCS and 5% (m/v)
MWR, reaching 37.5x10° viable cells/mL, or 2.7 g/L glucose, 0.1 % (v/v) PF68, 8
g/L YE, 3% FCS and 1% of MWU, achieving 46.7x10° viable cells/mL. The
infection of Sf9 cells in these media formulations with baculovirus resulted in 1,6
x10” polyhedra/mL. This concentration value is 2.6 folds higher than that obtained
with Grace’s medium supplemented with 10% FCS and only 0,9 fold lower than

that observed with the expensive Sf900ll serum-free  medium.
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Introdugédo

1. INTRODUGAO

Calcula-se que 15% da produgao agricola global seja perdida devido a
insetos (Vardar-Sukan e Sukan, 1992). O principal método de controle de insetos
fundamenta-se no uso de agentes quimicos, que representam sérios riscos de
intoxicagdo ao homem e a animais, além de eliminarem insetos benéficos e
poluirem o ambiente. Em adi¢cdo, os insetos indesejaveis podem adquirir rapida
resisténcia a sua agdo. Em vista disto, tem-se dado significativa importancia a
pesquisas de métodos alternativos de controle de insetos. No Brasil,
especificamente, a alternativa que vem se tornando alvo frequente de estudos no
controle da populagao de insetos é o uso de patdégenos, como os baculovirus, que

causam doengas fatais a estes organismos.

Baculovirus s&o partes integrantes do ecossistema e tém importancia
significativa na regulacdo da populacdo de insetos. Devido a sua alta
especificidade a determinadas espécies, podem ser encontrados quase que
exclusivamente entre insetos (Sanderson et al., 1999 e Moscardi e Corso, 1981),
ndo sao nocivos a saude humana, nem introduzem risco de desequilibrio

ambiental.

A vantagem mais importante propiciada pelo uso do baculovirus é o
controle da Anticarsia gemmatalis, a lagarta da soja, sendo especifico e mais
eficiente que o controle quimico. Se efetuado de maneira e na época adequada,
pode proporcionar uma economia de até 75% quando comparado a inseticidas
quimicos, sem se considerar as enormes vantagens relativas ao controle
ambiental (Moscardi, 1984).

O Baculovirus anticarsia esta sendo utilizado no Brasil e em outros paises
da América Latina, como Argentina, Paraguai e Bolivia. Atualmente, este produto
€ comercializado por empresas como a Cooperativa Central Agropecuaria de
Desenvolvimento Tecnolégico e Econdmico (Coodetec-Cascavel, PR), Geratec

Biotecnologia Aplicada (Cruz Alta, RS), Nitral Inoculantes e Produtos
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Agropecuarios (Pinhais, PR), Nova Era Biotecnologia Agricola (Apucarana, PR),
Tecnivita Produtos Biotecnolégicos (Londrina, PR) e AEE Embrapa Soja. No ano
de 2001, um milhdo e 600 mil hectares de soja (mais que 10% do total ocupado
com a cultura no pais) foram tratados com o baculovirus, e a area coberta s6 nao
foi maior porque j4 em meados de dezembro daquele ano ndo mais se dispunha

do inseticida bioldgico (Globo Rural on Line, editora Globo, edicao 197, 2002).

Tendo por base que o produto biolégico (baculovirus obtido da /agarta)
custa em média a metade do preco da pulverizagdo convencional com pesticida
quimico, resultando em beneficio econdmico em torno de R$ 10,00/hectare,
estima-se que o controle da /agarta através do uso do biopesticida baculovirus
permite uma economia anual da ordem de 1,2 milhdes de litros de inseticidas
quimicos (Embrapa Soja, 1997), equivalente a cerca de R$ 12 milhdes, sendo este
um dos maiores programas de controle ambiental com um uUnico agente de

controle bioldgico (Vardar-Sukan e Sukan, 1992).

As limitagbes mais significativas da utilizagdo do baculovirus como agente
biolégico referem-se ao fato dos virus demorarem alguns dias para matar as
lagartas e ao modo tradicional de obtencdo do produto, que se fundamenta na
infeccao de lagartas. Em adicdo, no processo tradicional de obtengao, assim como
em uma safra agricola, as lagartas podem apresentar variagbes em suas
caracteristicas a cada ano, alterando a matéria-prima empregada e também o

produto final obtido.

A producédo do baculovirus certamente pode ser aumentada, utilizando-se
ao invés do processo in vivo de infeccdo de lagartas, um processo baseado na
infeccdo de células de inseto cultivadas in vitro. Em tal abordagem pode-se
enfocar meios de cultivo com composi¢cdo otimizada, metodologias de maior
facilidade de escalonamento, controle de producao e, principalmente, de aumento

de viruléncia e custo mais baixo que as exercidas atualmente.

Desta forma, no presente trabalho propde-se a obtencéo in vitro do virus e

dos poliedros que contém virions pela infeccdo de células de Spodoptera

2
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frugiperda Sf9 desenvolvidas em meios de cultura de composi¢ao otimizada. Tais
meios sao formulados a partir de um meio basal de baixo custo (meio Grace), de
maneira a reduzir a quantidade necessaria de soro fetal bovino, cuja presenga é
parcialmente substituida pela suplementagdo com glicose (como fonte de carbono
e energia), Pluronic F68 (estabilizante contra o cisalhamento celular), extrato de
levedura, concentrado protéico e permeado do soro de leite bovino, que atuariam
como fontes de aminoacidos essenciais, fatores de crescimento e micronutrientes,

dentre outros compostos.

O soro de feto bovino € um componente de alto custo no meio de cultura e,
aléem de sua limitagdo inerente relativa a variacdo entre lotes, pode causar
dificuldades nos processos de separacao e purificacdo, devendo ser evitado em
culturas que produzem proteinas terapéuticas e diagnosticas (Chisti, 2000).
Devido as desvantagens de meios com soro, meios com composigao quimica
definida e livres de soro foram desenvolvidos com sucesso (como o Sf900ll) e
estdo disponiveis comercialmente, entretanto, a um custo bastante elevado (da
ordem de 10 vezes superior ao custo de um meio que requer a suplementacao

com soro fetal bovino).

Diversos estudos enfocando a formulacdo de meios de cultura para células
de inseto vém sendo realizados (Wilkie et al., 1980; Wang et al., 1993a; Drews et
al., 1995; Vaughn and Fan, 1997, entre outros, conforme revisto por lkonomou et
al., 2003), tanto com a finalidade de aumentar o rendimento e manter elevada a
viabilidade celular, quanto com o propésito de reduzir o custo global de producgao e
aumentar a qualidade de bioprodutos de interesse. Entretanto, o emprego de
concentrado protéico de soro de leite € uma inovagdo no cultivo de células de

inseto.

Assim, o presente trabalho pode proporcionar o aproveitamento de residuos
industriais como o soro de leite e de leveduras resultantes da fermentacao
alcodlica, ambos abundantes no Brasil. A aplicagdo destes residuos,

principalmente do permeado do soro de leite bovino, considerado fonte poluidora,
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possibilitaria uma apreciavel redugdo na emissao de poluentes pelas industrias

produtoras de queijo.

A otimizag&do do cultivo de células de insetos eventualmente possibilitara,
além da produgao de poliedros de virus para biopesticida, a producéo de proteinas
heterélogas de interesse utilizando baculovirus recombinantes desenvolvidos em
células de lepidopteros, como as células Spodoptera frugiperda Sf9, ou mesmo
empregando células de dipteros transfectadas, como as células Drosophila
melanogaster Schneider S2. Essas células s&o similares as Sf9, no entanto,
atingem densidades celulares superiores as observadas para as de lepidépteros
(Agathos, 1991). Estas células produzem constitutivamente a proteina heterdloga,
que é coletada no sobrenadante e apods a purificagdo, pode ser utilizada como

antigeno, vacina e reativo de teste diagndstico, dentre outras aplicagdes.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um meio de cultivo para
células de inseto Spodoptera frugiperda da linhagem Sf9 cultivadas em
suspensio, contemplando a substituicdo do soro fetal bovino pela suplementacao
do meio Grace com glicose, Pluronic F68, extrato de levedura, concentrado
protéico e permeado de soro de leite bovino, com potencial de aplicagdo na
producdo de baculovirus, de tal forma que o processo seja economicamente
atraente e apresente maior possibilidade de implementagcdo de controles
operacionais do que o tradicionalmente praticado, fundamentado na infec¢ao de
lagartas. Para atingir esse objetivo, o trabalho envolveu as seguintes etapas

experimentais:

(a) Avaliagao dos efeitos das concentragdes de suplementos do meio de cultivo
Grace, nominalmente, glicose, extrato de levedura, Pluronic PF68, concentrado
protéico e permeado de soro de leite bovino e soro fetal bovino na proliferacdo de
células Sf9 e na manutencdo de alta viabilidade celular e comparacdo dos

resultados obtidos pelo cultivo das células no meio sintético de alto custo Sf900II.

(b) Estudo do metabolismo das células Sf9 no tocante aos consumos de glicose e
glutamina e a formacado de lactato e aménio nos diferentes meios de cultivo

testados.

(c) Adaptagao das células de inseto Sf9 nos meios de cultivo desenvolvidos que

resultaram em melhor desempenho celular através de repiques sucessivos.

(e) Aplicacao na producao de particulas virais (poliedros de baculovirus) a partir
da infecgao de células Sf9 cultivadas, em frascos agitados, nos meios de cultura

que propiciaram melhores desempenhos celulares.
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3. REVISAO DA LITERATURA FUNDAMENTAL

3.1. Evolugao Histérica do Cultivo de Células de Insetos

As primeiras tentativas de se cultivar células de insetos ocorreram
aproximadamente em 1915, sendo que até 1959 ainda ndo se havia conseguido
uma linhagem permanente de células, observando-se apenas o crescimento e a

sobrevivéncia de prolongamentos de tecidos (Grace, 1959).

A principal dificuldade estava na inexisténcia de uma formulagdo de meio
de cultivo adequado que permitisse a manutencédo celular in vitro. Trabalhos
realizados neste campo, como o desenvolvido por Wyatt (1961) sobre a
bioquimica da hemolinfa (fluido circulatério de insetos) e mais recentemente por
Maranga et al. (2003), viabilizaram o desenvolvimento de meios de cultura nos
quais as células de insetos se desenvolvem com maior eficiéncia. O ultimo
trabalho, em especial, serviu ndo somente para a formulagdo de meios
quimicamente definidos para cultura de células de Lepidopteros (animais
artrépodes da classe Lepidoptera, como borboletas e mariposas), mas também
para ressaltar a importancia da adicdo de hemolinfa de invertebrados antes de se

tentar o estabelecimento de culturas de forma empirica.

As tentativas iniciais de se cultivar células de insetos tinham enfoques
bastante distintos dos de hoje. O interesse pela cultura estava no estudo da
fisiologia do inseto, tal como estudos de gametogénese, morfogénese e
diferenciagao, seguido do estudo da atuagcdo de horménios em insetos, dentre
outros. Apos alguns anos somente € que se cogitou o uso de células de insetos
como hospedeiras para o cultivo de parasitas (Cestari e Simdes, 1978). Além
disto, células de insetos tém sido utilizadas na produgdo de proteinas
recombinantes de mamiferos por serem capazes de realizar modificagbes pos-

traducado na complexidade requerida.
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A expressdao de proteinas recombinantes pode ser realizada através de
sistemas de expressdao como células de bactérias, mamiferos, leveduras e insetos.
A escolha do sistema de expressdo depende de qual a aplicagao tera a proteina

recombinante e do grau de purificagao requerido.

Embora as células de bactérias expressem estas proteinas em grande
quantidade, em um menor tempo de producdo, oferecendo facil manipulagéo da
cultura e menor custo, a proteina ativa expressa pode apresentar baixo
rendimento, uma vez que é produzida intracelularmente requerendo uma etapa de
renaturagao devido a agao de proteases empregadas na lise celular. Além do fato
destes organismos serem procariontes e nao realizarem modificagées protéicas

pos-traducado na complexidade requerida.

O sistema de expressdao células de levedura produz a proteina
recombinante extracelularmente, realiza as modificagdes pds-tradugao, ja que séao
seres eucariontes, além de seu meio de cultivo ser simples e de baixo custo. No
entanto neste sistema de expressédo ndo podem ser utilizados genes heterdlogos e

a modificacao pés-tradugao pode nao ter fungao in vitro.

Em vista disto emprega-se sistemas de expressao por células de mamiferos
e de insetos. As células de mamiferos apresentam sinais de sintese que sao
facilmente reconhecidos, a proteina recombinante € expressa extracelularmente,
além do fato destas células realizam modificacbes pos-tradugdo e poderem
receber multiplos plasmidios. Entretanto seu cultivo requer um meio rico e de alto

custo.

Como alternativa a estes sistemas utiliza-se a expressdo de proteinas
recombinantes através de células de inseto que geram uma maior quantidade de
proteina recombinante de forma mais segura. Isto ocorre, pois o baculovirus é um
infectante natural destas células, apresentando transformacdo celular estavel.
Contudo, a maior dificuldade de empregar-se este sistema ¢é a dificil manipulagéo

do vetor de expressao (Verma et al., 1998).
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A expressao de genes heterdlogos via vetor baculovirus € comparavel a
expressao de proteinas recombinantes através de transfeccdo de genes. Neste
sentido, células de Spodoptera frugiperda Sf9 tém sido frequentemente utilizadas
para a obtencdo de proteinas codificadas por genes heterélogos carregados por
baculovirus. Uma das grandes dificuldades encontradas na obtencgao de proteinas
recombinantes via sistema de expressao vetor baculovirus é a ocorréncia de
protedlise, ou seja, a liberagdo de proteases capazes de afetar a qualidade e a
quantidade do produto de interesse produzido por este sistema. Segundo
Ikonomou et al. (2003), as proteases podem ser produzidas por células de insetos
como resultado do estresse causado pela infecgao por baculovirus, durante o ciclo
de infecgdo, podendo ser também liberadas apos a lise celular. Este problema
pode ser agravado pelo emprego de meios livre de soro no cultivo destas células,
ja que as proteinas com fungédo protetora, como albumina e macroglobulinas,

estio ausentes.

A Tabela 3.1 apresenta algumas das diversas aplicagbes do cultivo de
células de insetos. Dentre as linhagens citadas, destaca-se a Spodoptera
frugiperda Sf9, derivadas do ovario de pupa de borboleta e utilizada para a
obtencgao de biopesticidas e proteinas recombinantes, além da linhagem High Five
obtida de células ovo da Trichopusia ni empregada largamente também na

producgao de proteinas recombinantes.
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Tabela 3.1: Sistemas de cultura de células de insetos para aplicagbes

biotecnolégicas diversas (adaptada de Agathos, 1991).

Tipo de Célula Tipos de Produtos Obtidos
Células de Lepdopteros
Spodoptera frugiperda Proteinas recombinantes,
bioinseticida
Trichoplusia ni Enzimas, fatores de crescimento,
antigenos virais dentre outros.
Bombyx mori Bioinseticida
Autographa californica Bioinseticida
Heliothis zea Bioinseticida
Lymantris dispar Bioinseticida
Orgyia pseudotsugata Bioinseticida
Neodiprion sertifer Bioinseticida

Células de Dipteros

Aedes aegypti Compostos para diagnosticos,
vacinas

Drosophila melanogaster Proteinas recombinantes

Sarcophage peregrina Inibidor de crescimento celular

O cultivo de células de inseto apresenta vantagens em relagao a obtencao
in vitro de virus para bioinseticida, proporcionando um controle mais adequado do
ambiente, e das condigdes fisioldgicas, maior homogeneidade da amostra e
economia global, destacando-se também a mais facil caracterizagdo da amostra.
Entretanto, ao contrario de alguns microrganismos, as células de inseto ndo sao
capazes de sobreviver de maneira independente em um ambiente que nao
conserve as condigdes do tecido original do qual as mesmas s&o oriundas, o que
aumenta a complexidade no entendimento das necessidades do sistema e no
diagnostico de problemas. Em adigao, é valido ressaltar que o cultivo in vitro deve

ser realizado de forma criteriosa, mantidas as condigdes assépticas,
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principalmente porque estas células crescem mais lentamente que contaminantes

como fungos e bactérias.

3.2. Comparacgao do Cultivo de Células de Insetos a Células de Mamiferos

Diversos aspectos devem ser avaliados no cultivo celular, destacando-se a
composi¢cao do meio de cultivo, a idade e densidade do indculo celular e, em se

tratando de células aderentes, o tipo de suporte para adesao celular.

Células de insetos, geralmente, sdo cultivadas em suspensdo. Em vista
disto, ndo necessitam de suporte sélido, desenvolvendo-se livremente no meio de
cultura. As células sdo mantidas através de repiques sucessivos, pela retirada do
meio saturado por metabdlitos e desprovido de nutrientes, e a subsequente adicdo

de meio fresco.

Destacam-se também entre os fatores que influenciam o cultivo celular a
temperatura, o pH, a pressado osmética, a agitacédo, e a concentragado de oxigénio
dissolvido (Mitsuhashi, 1989). A combinacdo de fatores variados determina o
sucesso do cultivo in vitro das células, tanto de mamiferos quanto de insetos. Na
Tabela 3.2, compara-se o cultivo de células de mamiferos ao cultivo de células de

insetos.

Células de mamiferos apresentam uma temperatura o6tima para o
desenvolvimento celular em torno de 37°C, enquanto que células de insetos
desenvolvem-se na faixa de 27 a 29°C, dependendo da linhagem. O pH adequado
para o bom desenvolvimento de células de mamiferos situa-se na faixa de 6,8 a
7,8, para tanto, utilizam-se agentes tamponantes como Hepes e ar acrescido de
5% de CO; para a manutengao do pH 6timo de operagdo. O pH adequado no
cultivo de células de insetos situa-se, geralmente, entre 6,1 e 6,4, ndo havendo a
necessidade de acréscimo de didxido de carbono, o que reduz a complexidade e

os custos do cultivo.
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Tabela 3.2- Comparagao entre células de insetos e de mamiferos em termos de

tecnologia de propagacao celular (adaptada de Agathos, 1991).

Fatores Células de Insetos Células de Mamiferos
Manutengao Relativamente facil Dificil
Versatilidade de ,
suspensao/ aderéncia Maior Menor
Inibicdo por contato Ausente Presente, exceto para

linhagens de linfécitos

Remocao suporte de . .
adesao Mecanica Tratamento enzimatico

Demanda de oxigénio Relativamente alta Relativamente baixa

Sensibilidade a

mudancas de pH, . . :
temperatura e a choque | Relativamente baixa Relativamente alta

osmoético

Dependéncia do
crescimento com a

concentragéo do Presente Presente
inoculo
Esterilidade Requerida Requerida

Muitas vantagens podem ser destacadas da Tabela 3.2, quando se
compara o cultivo de células de mamiferos ao de insetos. Células de insetos
revelam-se significativamente mais robustas quanto ao cultivo, principalmente em
relacdo a manutencdo, facilidade de adaptacdo na mudanca de sistemas
aderentes para suspensos, e principalmente por apresentarem maior resisténcia a
estresse ambiental, como mudangas de pH e de osmolalidade (lkonomou et al.,
2003).

A osmolalidade € um dos parametros fisico quimico que merece atencao
especial no meio de cultura. Este parametro leva em conta o numero total de

particulas osmoticamente ativas em solugao, sendo igual a soma das molalidades
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de todos os solutos presentes nesta solugdo. A maioria dos meios de cultivo para
células é formulada para ter uma osmolalidade entre 260 e 330mOs/kg, aceitavel

para a maioria das células (Fresnhey, 1994).

Assim, novas tecnologias tém sido desenvolvidas para a obtengédo de
bioprodutos a partir de células de insetos e para o projeto racional de meios de
cultivo adequados, o conhecimento de aspectos fundamentais sobre o

metabolismo de células de inseto é requerido.

3.3. Metabolismo de Células de Insetos

Dentre os compostos de relevancia no cultivo de células de inseto
destacam-se as fontes de carbono e nitrogénio, glicose e glutamina e os produtos
metabdlicos lactato e aménio. A Figura 3.1 mostra as rotas metabdlicas de

consumo de glicose e glutamina e de formacao de lactato e aménio no cultivo de

células Sf9.
Glutamina
NH, * */l
. Glutamato
Alanina L,
Acidos l NH,*
nucléicos a-cetoglutarato
I Malato Ciclo
6-P-gluconato *—*» <> Ribose-5-fosfato TCA
Ciclo da 3l tat
¢ Pentose xaloacetato
$ Acidos
Glicose = Glicose-6-fosfato «» <> Gliceraldeidoe Piruvato <—» <—> Acetil-CoA \ Nucléicos
Dihidroxiacetona I Aspartato
Lactato
i Proteinas
Fosfolipidios

Figura 3.1: Principais vias do metabolismo celular propostas para células Sf9
(adaptada de Ohman et al.,1995).
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O carboidrato mais comumente consumido por células de insetos, é a
glicose, que produz lactato como principal metabdlito. A glutamina é outro
nutriente que sofre intenso metabolismo, podendo ser convertida em glutamato,
alanina ou aménio. Entretanto, em alguns casos, segundo Ohman et al. (1996), a
glutamina pode ser sintetizada pelas proprias células em quantidades capazes de

suprir o crescimento celular.

As células de insetos, em geral, acumulam lactato em baixos niveis,
diferentemente das células de mamiferos. Nao obstante, o lactato pode ser
produzido sob condigbes de estresse provocado pela limitagdo de oxigénio
(Ikonomou et al., 2003).

Em algumas situagdes, o lactato pode ser consumido, sendo possivelmente
um substrato alternativo para o suprimento de carbono ou energia ao metabolismo
celular, proporcionando a produgdao de piruvato, através da enzima lactato

desidrogenase, formando acido a-cetoglutarato, composto resultante do ciclo TCA.

Um outro metabdlito importante em cultura celular, por seu efeito téxico e
inibidor de crescimento € o aménio. O amoénio € o principal subproduto do
metabolismo da glutamina. Entretanto, quando a glicose torna-se escassa no meio

de cultura as células podem utilizar a glutamina para a producao de energia.

Estudos realizados por Drews et al. (2000) mostram que em meios de
cultura nos quais ndo se dispde de glicose, nutrientes alternativos podem ser
consumidos, resultando, no entanto, na reducao da taxa de crescimento celular.
Os autores verificaram ainda que a glicose excedente no meio de cultura provoca
a formagao preferencial de alanina. Ao mesmo tempo, a formagao deste
metabdlito é suprimida em virtude da completa escassez de glutamina do meio de
cultura. A limitagdo de glutamina no meio de cultura forga o consumo de
aminoacidos como aspartato (fortemente consumido em culturas de Sf9 em
batelada) seguido do glutamato e da asparagina. Na auséncia de glutamina os
aminoacidos metionina e tirosina também podem ser consumidos pelas células
Sf9 (Mendonga et al.,, 1999). A glutamina, o glutamato, e o aspartato séo

precursores de oxaloacetatos. Células de insetos podem necessitar de
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requerimentos, como aspartato e glutamato, que sado precursores de
oxaloacetatos, que promovem um aumento do fluxo de metabdlitos no ciclo TCA

(ciclo dos acidos tricarboxilicos) do metabolismo celular.

3.4. Meios de Cultivo Tradicionalmente Empregados na Proliferagao de

Células de Insetos

Conforme ja mencionado, o conhecimento do metabolismo celular é
imprescindivel para a formulacdo de novos meios de cultivo. Estudos recentes
avangam consideravelmente no desenvolvimento de meios de cultivo para muitas
linhagens de células de insetos. Trabalhos realizados na década de oitenta
mostraram que 0os componentes gerais do meio podem variar de célula para célula

em tipo e quantidade (Mitsuhashi, 1989).

A elaboragao adequada de um meio de cultivo para células de insetos deve
considerar primordialmente o inseto como um sistema, levando em conta as
diferencgas existentes na composi¢ao do fluido circulatério (hemolinfa), assim como
as caracteristicas génicas de cada individuo do qual as células foram obtidas. Tais
diferencas podem ser atribuidas a dietas alimentares distintas dentro da cadeia

alimentar evolutiva.

A otimizacido de meios de cultivo para células de insetos requer testes
interativos de cada constituinte proposto, para que com isso promova-se a
determinacao de sua composicao preferencial. Em um sistema multicomponente
como o ambiente celular, diversos fatores encontram-se interligados, podendo
aparecer como essenciais em um determinado contexto e nao essenciais em
outro. A formulagéo inicial de um meio de cultivo para células de insetos pode ser
muitas vezes baseada em minimas informagdes da composicdo do fluido
circulatério destes organismos (hemolinfa). No entanto, muitas vezes, nutrientes
que n&o aparecem no organismo como um todo, essenciais para as atividades
metabdlicas nos tecidos e 6rgaos, podem ser completamente desnecessarios na
proliferacao celular in vitro.

14
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Na manutencao das condi¢des do tecido original do qual a célula é oriunda,
faz-se necessario a presenga de um meio liquido que possua, dentre outras
substancias especificas para determinadas linhagens celulares, sais inorganicos,
agucares, aminoacidos, vitaminas, lipidios, acidos organicos, proteinas,
horménios, fontes de carbono, fontes de nitrogénio, soro sangtiineo, antibiéticos,
micronutrientes (ions organicos e minerais) e agua. O meio de cultivo deve conter
nutrientes essenciais para a sintese de novas células, substratos para a realizacéo
do metabolismo celular, além de compostos que desempenhem funcdes
fisioldgicas, cataliticas ou que atuem como cofatores. A cultura deve ser mantida

livre de componentes com efeitos inibidores ou toxicos.

O meio descrito por Grace em 1959 apresentou-se como um dos primeiros
meios de cultivo que resultou em sucesso na proliferagao in vitro de células de
tecidos de insetos. Sua composigdo incluia originalmente a hemolinfa,
possivelmente como agente promotor do crescimento celular. Este meio de cultivo
possui osmolalidade em torno de 300mOsm/kg H,O e pH em torno de 4,5. A

Tabela 3.3 mostra a composi¢ao do meio Grace disponivel comercialmente.
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Tabela 3.3- Composi¢ao do Meio Grace (Catalogo Sigma Chemical. Co, 2003).

Componentes G/L
Sais inorganicos
Cloreto calcio (anidro) 1,000
Cloreto de magnésio (anidro) 1,068
Sulfato de magnésio (anidro) 1,350
Cloreto de potassio 2,240
Fosfato de s6dio monobasico 0,870
Vitaminas
p-Acido Aminobenzoéico 0,00002
D-Biotina 0,00001
Cloreto de Colina 0,0002
Acido Félico 0,00002
Mioinositol 0,00002
Niacina 0,00002
D-Acido Pantoténico 0,00002
Piridoxina HCI 0,00002
Riboflavina 0,00002
Tiamina 0,00002
Outros
D-Frutose 0,400
Acido fumarico 0,055
D-Glicose 0,700
Acido a-cetoglutarico 0,370
L-Acido malico 0,670
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Acido Succinico 0,060
Sacarose 26,700
Aminoacidos
B-alanina 0,200
L-alanina 0,225
L-arginina HCI 0,700
L-acido aspartico 0,350
L-Asparagina (anidra) 0,350
L-Cistina 2HCI 0,025
L-Acido Glutamico 0,600
L-Glutamina 0,600
Glicina 0,650
L-Histidina 2,500
L-Isoleucina 0,050
L-Leucina 0,075
L-Lisina HCI 0,625
L-Metionina 0,050
L-Fenilalanina 0,150
L-Prolina 0,350
DL-Serina 1,100
L-Treonina 0,175
L-Triptofano 0,100
L-Tirosina 2Na 0,070
L-Valina 0,100
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Dentre os diversos meios de cultivo que podem ser empregados no
desenvolvimento e proliferagcdo de células de insetos, destaca-se o meio Grace.
Este meio, quando adequadamente suplementado com soro fetal bovino, pode ser
empregado na cultura de células de lepidépteros e também de alguns dipteros
(animais artropodes da classe Diptera, como moscas e mosquitos). O meio Grace
apresenta elevada quantidade de carboidratos, como por exemplo 27g/L de
sacarose, empregados na manutengdo adequada da pressdo osmotica do meio,
de cerca de 300mOsm/kg. Isso mostra que as células de inseto podem também
tolerar altas concentracbes de acucares. Os meios de cultura sdo formulados
normalmente para apresentar valores entre 260 a 330mOsm/kg (Fresnhey, 1994)
A osmolalidade pode variar no decorrer do crescimento como resultado de fatores
como o acumulo de produtos metabdlicos, a adigdo de agentes anti-espumantes,
a alimentacgao de nutrientes, etc. O emprego de meios com osmolalidade superior
a 400mOsm/kg costuma resultar em forte estresse osmotico para as células, em
geral (Tonso, 2000).

Os sais inorganicos sédo importantes na manutencdo do balango iénico e
pressdo osmoética. J& os agucares sido importantes como fonte de energia
(Mitsuhashi, 1989).

E consenso geral que a glicose é a fonte principal de energia e de material
para a formacado de esqueleto carbdnico das células de insetos (Bédard et al.,
1993), Drews et al., 1995, Mendonga et al., 1999 e lkonomou et al., 2003, dentre
outros). Outros carboidratos como a frutose e a maltose podem ser consumidos
quando a glicose n&o esta disponivel no meio de cultura (Reuveny et al., 1992). A
sacarose sO € consumida apos a infecgao de células de inseto por baculovirus
(Wang et al.,1993b).

A trealose, principal carboidrato encontrado na hemolinfa de insetos, sofre
clivagem in vitro em duas moléculas de glicose. Conforme Clements e Grace
(1967) citado por Echalier (1967), células de Lepdodpteros ndo sdo capazes de
metabolizar este carboidrato em glicose, tornando totalmente dispensavel sua

suplementagao ao meio de cultivo.
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Os aminoacidos sao necessarios para a constituicado de proteinas, além de
serem empregados no crescimento celular. Os aminoacidos necessarios sao o-
alanina, B-alanina, arginina, acido aspartico, asparagina, cistina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina e valina, e sua existéncia e quantidade
requerida variam com a necessidade de consumo de cada linhagem celular. A
glutamina é fonte essencial de nitrogénio para muitas espécies, podendo ser

sintetizada por outras (Mitsuhashi, 1989).

Ohman et al. (1995) mostraram que as células de insetos Sf9 e Sf21 foram
capazes de crescer em meios de cultivo livres de glutamina, glutamato e aspartato
desde que o meio de cultivo fosse suplementado adequadamente com ions
amoénio. No entanto, Mendonga et al. (1999) notaram que a escassez de glutamina
no meio de cultivo provocava a redugao da taxa de crescimento celular. A
suplementacdo do meio de cultivo com metionina e tirosina, conforme discutido
por Mendonga et al. (1999) pode retardar o processo de morte celular em culturas

celulares da linhagem Sf9.

Os lipidios sado considerados essenciais no crescimento celular, como
constituintes de membranas, destacando-se colesterol e fosfolipidios (Mitsuhashi,
1989). Entretanto, uma das dificuldades de seu suprimento em concentragdes
adequadas reside em sua baixa solubilidade e meios aquosos. Para contornar
esta limitacdo pode-se emulsificar os lipidios com agentes tensoativos nao
citotoxidos, como o Pluronic F68, conforme proposto por Maiorella et al. (1998).
Outra possibilidade é efetuar a dispersdo de lipidios na forma de lipossomas
(vesiculas), que podem ser preparados por diversas metodologias. O emprego de
lipossomas na cultura de células de insetos tem se limitado, contudo, a processos
de otimizagdo de transfecgbes genéticas para a expressdo de proteinas de
interesse. O vetor a ser trasfectado (plasmidio) € inserido em células de inseto,
como a S2 (Drosophila melanogaster), mascarado pela estrutura lipidica do

lipossoma podendo com isso ser englobado pelas células (Park et al., 1999).
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As vitaminas do complexo B (tiamina, niacinamida, riboflavina, piridoxina,
pantotenato, biotina, acido félico e cianocobalamina) sdo comumente utilizadas no

metabolismo celular de insetos em geral, conforme mencao de Echalier (1997).

Ainda segundo Echalier (1997), os acidos organicos também sao
considerados essenciais no crescimento celular. Os principais observados sao
acido malico, acido succinico, acido fumarico e acido a-cetoglutarico. O piruvato,
succinato, malato e citrato participam de intensos fluxos metabdlicos no ciclo de
Krebs.

Nao se conhece exatamente a fungao principal de proteinas e peptideos ou
de seus hidrolisados, mas a Fragdo 5 da albumina do plasma bovino (BPA) é
freqientemente adicionada ao meio, bem como o caldo de triptose fosfato (TPB)
para o cultivo da Spodoptera frugiperda. Proteinas hidrolisadas sdo também
frequentemente adicionadas no meio, como a lactoalbumina hidrolisada (LH) e
caseina hidrolisada, que podem promover o crescimento celular. Hidrolisados sao
misturas complexas de oligopeptidios, polipeptidios e aminoacidos produzidos a
partir da digestdo quimica ou enzimatica da caseina, albumina, tecidos de plantas

ou de animais (lkonomou et al., 2003).

Nas ultimas décadas hidrolisados provenientes de tecidos animais como a
Primatona RL foram suplementados ao meio de cultivo de células de hibridomas
observando-se o prolongamento da fase estacionaria e a redugao de morte celular
causada por apoptose, ou morte celular programada (Schlaeger, 1996b).

Comportamento similar foi verificado por Ikonomou et al. (2001) em células
de inseto Sf9 e High-Five. Recomenda-se, no entanto, o uso de hidrolisados de
soja (Hy-Soy ou NZ-Soy) quando nao é possivel a utilizagdo de hidrolisados de

carne como a Primatona RL.

Hidrolisados oriundos de tecidos de plantas como Hy-Soy (peptona da soja)
e NZ-Soy podem ser empregados na obtengdo de glicoproteinas farmacéuticas.
Estes hidrolisados nao afetam a qualidade final do produto, podendo suplementar

meios livres de soro em concentragdes em torno de 4g/L (Ikonomou et al., 2003).
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Os extratos celulares, como o extrato de levedura, sdo produzidos a partir
da autdlise de células de levedura resultando em uma mistura complexa de
polissacarideos e vitaminas (Sommer, 1996). O extrato de levedura supre a
necessidade vitaminica da célula, além de possuir em sua composicao

nucleotideos, aminoacidos, tragos de metais e lipidios (Echalier, 1997).

Os hormébnios empregados no cultivo de células de insetos podem ser
considerados basicamente como estimuladores de crescimento celular. A insulina
de mamiferos suplementada no meio de cultivo na concentracédo de 0,125Ul pode

promover a proliferagao celular de Dipteros como a Drosdéfila (Echalier, 1997).

No cultivo de células de insetos, o soro de vertebrados mais
frequentemente empregado € o soro fetal bovino. O soro fetal bovino € uma
mistura de varias moléculas capazes de promover o crescimento celular. Destaca-
se entre suas principais fungdes o estimulo ao crescimento e as atividades
metabdlicas, através de hormoénios, fatores de crescimento, proteinas para o
transporte de hormdnios, minerais e lipidios (Freshney, 1994). Entretanto, o soro &
um componente de alto custo do meio de cultivo e que pode ocasionar
dificuldades nos processos de separagao e purificagdo em sistemas nos quais os
produtos de interesse sejam proteinas, além de aumentar o risco de contaminagao
por agentes dificilmente detectaveis como micoplasmas. Outro fator limitante no
uso de soro bovino como suplemento ao cultivo celular € a variabilidade
apresentada entre lotes do produto, o que reduz significativamente a
reprodutibilidade dos ensaios. Em razao de tais dificuldades, tenta-se muitas
vezes adaptar as células para meios livres de soro. Esta adaptacdo pode ocorrer
de forma gradual entre subcultivos celulares, que inicialmente apresentam 10%
em volume de SFB, sendo reduzidos a 5%, 2,5%, 1,5% e finalmente 0%, em
etapas sucessivas. No entanto, nem todas as linhagens adaptam-se a meios livres
de soro através desta abordagem, sendo necessario o desenvolvimento de meios
especificos enriquecidos com componentes definidos. Avangos tecnoldgicos
resultaram em meios de cultura sintéticos padronizados capazes de suprir as
necessidades de células de insetos, proporcionando elevado crescimento celular.

Os meios livres de soro Sf900ll e KBM 10 sao alguns destes meios. Estes meios
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proporcionam maior reprodutibilidade dos ensaios, reduzem riscos de
contaminacgao, entretanto, aumentam significativamente o custo de manutencao e
cultivo celular. A titulo de exemplo, 1L do meio Sf900Il € comercializado por cerca
de US$ 98, enquanto o meio Grace pode custar em torno de US$ 12 por litro.
Entretanto, o soro fetal bovino requerido para a suplementacdo do meio Grace
pode ter custo aproximado de até US$ 87 por litro, o que encarece
significativamente o cultivo, podendo elevar muito o custo final. Assim, a
substituicdo do SFB por componentes menos onerosos € de relevancia econdmica

no desenvolvimento de meios de cultivo para células de insetos.

3.4.1. Utilizacao de Concentrados Protéicos e Extratos Celulares como

Suplementos de Meio de Cultura para Células de Insetos

Devido ao mercado crescente, muitos estudos tém sido desenvolvidos
enfocando o melhoramento de meios de cultivo na obtencdo de bioprodutos em
escalas semi-industriais e industriais. Conforme mencionado anteriormente, a
literatura referente ao cultivo de células de mamiferos e de insetos cita a glicose
como fonte principal de carbono, entretanto, algumas fontes alternativas tém sido
sugeridas visando o aproveitamento de residuos industriais e a diminuicdo dos

custos de producao.

Goddard et al. (1998) avaliaram o emprego de um extrato contendo um
fator de crescimento celular purificado a partir de soro de leite, notando diferentes
respostas para dois tipos de células. Em fibroblastos pulmonares humanos MRC-
5, o extrato de soro de leite estimulou o crescimento celular de maneira sinergética
para baixas concentragdes de soro fetal bovino. Entretanto, no cultivo de células
epiteliais pulmonares de mink Mv1Lu, a adicdo do extrato de leite resultou na
inibicdo do crescimento. Desta forma, a resposta pode diferir para distintos tipos
de células. O emprego bem sucedido de derivados de leite no cultivo de células de
inseto é representado pela utilizacdo de lactoalbumina hidrolisada como

suplemento ao meio de cultivo TNM-FH. O leite é reconhecido como fonte de
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proteinas de importantes propriedades funcionais. A caseina representa grande
parte do total de proteinas presentes no leite bovino, e apresenta-se na forma de
micelas (Cavallaro, 1999). As proteinas do soro de leite diferem da caseina por
apresentarem teores mais elevados dos aminoacidos treonina, aminoacidos
sulfurados (metionina e cisteina), leucina, isoleucina, lisina e triptofano, e teores
mais baixos dos aminoacidos de cadeias aromaticas (fenilalanina e tirosina). O
soro de leite e seus concentrados protéicos vém sendo estudados como fonte
suplementar de meios de cultivo para bactérias e, mais recentemente, no
desenvolvimento de meios para células de insetos. Com o advento de novas
descobertas da importancia das proteinas do leite em ciéncia e tecnologia de
alimentos tem havido forte incremento das pesquisas procurando intensificar o uso

destas proteinas (Borges et al., 2001).

3.4.1.2. As Proteinas do Soro de Leite

A proteinas do soro de leite bovino (fragéo liquida do leite, obtido a partir da
fabricacdo de queijo) sao aquelas que encontram-se retidas no soro apés o
processo de coagulacao da caseina. O emprego direto do soro é bastante limitado
devido ao alto teor de agua (>90%) e baixo teor protéico (<0,9%). A Tabela 3.4

mostra as principais proteinas existentes no soro de leite bovino.

Tabela 3.4: Principais proteinas do soro de leite bovino (Mckenzey, 1970).

Proteinas Concentracao (g/L)
B-lactoglobulina 3-4
o-lactalbumina 1,5
Soralbumina 0,3-0,6

IgG, IgA, IgM 0,6-0,9
Lactoperoxidase 0,06
Lactoferrina 0,05
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A o-lactoalbumina, a pB-lactoglobulina, a albumina bovina e as
imunoglobulinas s&o as principais proteinas presentes nos concentrados protéicos
de soro de leite bovino obtido apés a ultrafiltracdo do soro de leite através de

membranas com didmetros de corte da ordem de 10kDa.

A a-lactoalbumina representa cerca de 20% do total de proteinas presentes
no soro bovino e é constituida de 123 residuos de aminoacidos, apresentando-se
na conformacgao esférica, altamente compacta e com massa molecular de 14kDa.
A B-lactoglobulina € a proteina mais abundante do leite bovino, representando
50% do total de proteinas. E constituida de 162 residuos de aminoacidos,
apresentando 18,3kDa de massa molecular. A BSA (albumina do soro bovino)
esta presente no soro na concentragdo aproximada de 0,1 a 0,4g/L, possuindo
massa molecular de 69kDa, sendo composta por 582 residuos de aminoacidos. As
imunoglobulinas sao glicoproteinas com massa molecular variando de 15 a
1000kDa, consistindo de quatro classes, IgG, IgA, IgM e IgE. Estas proteinas
estdo presentes no soro de leite bovino em concentragbes entre 0,6 e 1g/L
(Veredas, 2000).

As proteinas presentes nas fragdes de menor massa molecular, inferior a
10kDa, estéo presentes no permeado do processo de ultrafiltragdo do soro bovino.
O permeado é formado, na maior parte, pela agua, encontrada originalmente no
soro, contendo ainda grande parte de lactose, minerais, vitaminas e outros

constituintes do leite de pequena massa molecular (Borges et al., 2001).

Embora o emprego de suplementos provenientes do soro de leite bovino ao
meio de cultivo indique sucesso na obtencédo de elevadas densidades celulares,
recomenda-se a adicdo simultdnea de extrato de levedura como fonte
complementar de nutrientes, conforme discutido por Bury et al. (1998) para células

de bactérias.

Drews et al. (1995) relataram que para aumentar a infectibilidade das
células e a produgao de proteinas recombinantes, as células de insetos devem ser
ressuspendidas em meio fresco que podem conter componentes como glicose,

extrato de levedura, lipidios, e glutamina. Alguns meios comerciais, como o
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Sf900Il, cuja composi¢ao nao esta publicada, sao suplementados com misturas de
lipidios e extrato de levedura. Estudos realizados ainda por este grupo de
pesquisa utilizando extrato de levedura como suplemento ao meio de cultivo,
observaram um aumento de 6,5x 10° células/mL para 18x10° células/mL em
células de inseto Sf9, para uma concentragao de extrato de levedura que variou
de 4 a 8 g/L respectivamente, dados que destacam, mais uma vez, a importancia

deste componente.

3.4.1.3. O Emprego de Extrato de Levedura como Suplemento ao Meio de

Cultivo

O aproveitamento de residuos industriais como o soro de leite e o extrato
de levedura, resultante da autdlise de leveduras, obtidas por exemplo, de
cervejarias, reduz significativamente o custo com o tratamento destes compostos,
agregando valor a estes subprodutos. Estes produtos podem ser avaliados como
alternativa ao soro fetal bovino no cultivo de células de insetos para a produgéo de
proteinas recombinantes e bioinseticidas.

O extrato de levedura possui em sua composicdo essencialmente
proteinas, lipidios e vitaminas. Este suplemento é rico em aminoacidos como
alanina, leucina, lisina dentre outros. Este aditivo é citado na literatura como rica
fonte de acidos graxos, sendo 40,6% saturados, 43,3% monoinsaturados e 14,5%
poliinsaturados (Sgarbieri et al., 1999).

Drews et al. (1995) verificaram que a glicose, como fonte de carbono, e o
extrato de levedura, como fonte de nitrogénio, em um meio suplementado com
SFB atuaram como nutrientes limitantes da taxa de crescimento celular da
linhagem Sf9 cultivada em batelada e em continuo. Segundo os autores, os
possiveis agentes promotores de crescimento celular encontrados no extrato de
levedura foram aminoacidos, peptidios e acidos nucléicos. Concentragcbes de
extrato de levedura superiores a 16g/L deste suplemento inibiam o crescimento

celular.
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Durante a ultima década esforcos foram dedicados a completa eliminagao
do soro fetal bovino do meio de cultura de células de mamiferos e de insetos. Em
vista disso foram desenvolvidos meios livres de soro com composicdo definida,
Sf900 e Express Five SFM, dentre outros. Sabe-se, contudo, que estes meios
livres de soro possuem em sua composi¢ao, em geral, 4g/L de extrato de levedura
(Ikonomou et al., 2003). A principal limitagdo do emprego deste meio livre de soro
€ o custo, cerca de 10 vezes maior do que o dos meios de composigdo minima
suplementados com 10% de SFB. Dentro deste contexto, torna-se imprescindivel
o estudo sistematico da otimizacdo de meios de cultivo, para a completa ou a
parcial eliminagao do SFB, utilizando-se suplementos de menor custo como o soro

de leite e o extrato de levedura.

3.5. Planejamento Experimental para a Otimizagao de Meios de Cultivo

Uma linha de pesquisa que tem se intensificado nos ultimos anos € o
emprego da estratégia de planejamento estatistico de experimentos para a
otimizagao de meio de cultivo celular, estratégia esta introduzida por Box na
década de 1950 (Barros Neto et al., 1995). Esta forma de anadlise estatistica
mostra-se como um caminho racional e eficiente para a determinagao direta e
rapida do efeito e da interagcdo entre os parametros analisados (Montgomery and
Runger, 1999). Este tipo de procedimento experimental resulta na minimizagao de
custos e tempo de analises.

Segundo lkonomou et al. (2001), a utilizagdo de planejamentos fracionarios
para a analise qualitativa do emprego de hidrolisados protéicos como suplementos
para o cultivo de células de inseto, mostrou-se fortemente adequado. Neste
estudo foi avaliada a composicdo do meio de cultura mais adequada para as
células de inseto High Five. Os autores avaliaram os efeitos da suplementacéo do
meio de cultivo IPL-41 com o extrato de levedura (0,6%), o hidrolizado de carne
Primatona RL (0,5%), a lactoalbumina hidrolizada (0,33%), a triptose fosfato
(0,26%), a HyPep 1510 (peptona de soja, 0,4%), a HyPep 5603 (peptona de arroz,
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0,4%) e a HyPep 4602 (peptona de carne, 0,4%) através de um planejamento
fracionario 2"*. As interacdes entre os hidrolizados foram avaliadas a partir da
variavel resposta células viaveis/mL. A maior concentracéo celular foi obtida pela
interacdo entre o extrato de levedura, a lactoalbumina hidrolizada e a Primatona
RL.

Em vista deste resultado, os autores optaram pela realizagdo de um
planejamento fatorial completo 22, avaliando os efeitos dos suplementos extrato de
levedura (0,4 a 0,6%) e da Primatona RL (0,3 a 0,5%) sobre a densidade das
células High Five, utilizando como controle as células High Five mantidas em um
meio livre de soro, Insect-Xpress. A formulagdo final do meio de -cultivo
denominado entdo YPR (Yeastolate-Primatone) apresentou 55,5 mM de glicose,
15-17 mM de glutamina, 0,1% de Pluronic F68, definidos previamente, e as
composicoes otimizadas dos suplementos avaliados 0,6% de extrato de levedura
e 0,5% de Primatona RL.

O planejamento experimental consiste na variagao de todas as variaveis ao
mesmo tempo, para que o efeito de interacdo que possa haver entre elas néo seja
desprezado, como muitas vezes acontece na anadlise univariavel. Em um
planejamento fatorial completo € necessaria a realizagdo de experimentos para
todas as combinagbes dos valores extremos das faixas de variagdo escolhidas
para cada variavel. Este planejamento € denominado planejamento fatorial
completo 2", onde n é o numero de variaveis e 2", o nimero de experimentos que
serao realizados. Quando o numero de variaveis € muito grande pode-se realizar
primeiramente uma triagem inicial das variaveis através da execug¢do de um
planejamento fatorial fracionario. Neste tipo de planejamento, pode-se verificar,
com um menor numero de experimentos, quais variaveis sao nao-significativas
estatisticamente e descarta-las na realizacdo de um planejamento fatorial

completo (Barros Neto et al., 1995).

O planejamento experimental permite também a proposicdo de modelos
que correlacionam as variaveis independentes com as variaveis resposta e a

construcao de superficies de resposta para a determinacao das faixas 6timas de
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operacao. O método mais utilizado para se avaliar numericamente a qualidade do

ajuste de um modelo é a analise da variancia (ANOVA).

Os meios de cultura utilizados para o cultivo de células de insetos e de
mamiferos sao extremamente complexos. O uso desta ferramenta permite entido
que pelo menos alguns de seus componentes sejam otimizados proporcionando

altos rendimento, produtividade, pureza e qualidade com menores custos.

3.6. Escalonamento de Cultura de Células de Insetos

O escalonamento do cultivo de células de insetos € muito dependente do
fornecimento adequado de oxigénio. Devido a sua baixa solubilidade em agua, o
oxigénio necessita ser continuamente suprido ao meio liquido, a fim de sanar a
necessidade celular, e de maneira suave, para evitar danos celulares por
cisalhamento. As células Sf9 consomem aproximadamente 4x10"'moles de
Oy/célula*s (Vardar-Sukan e Sukan, 1992), ocorrendo aumento significativo apos a
infeccao viral, devido a intensificagdo metabdlica para a produgdo de novas
particulas virais. Dentro deste contexto, para casos onde a dispersao de oxigénio
no meio de cultura seja efetuada através de agitagao intensa do meio, passa a ser
de relevancia o emprego do composto Pluronic F68. Este agente € utilizado para
diminuir efeitos de cisalhamento na membrana celular, viabilizando o cultivo de

células de inseto tanto em continuo quanto em batelada.

O Pluronic F68 tem massa molecular de 8358 Da e uma concentragao
micelar critica de aproximadamente 9,2g/L. O bloco central de poli-oxipropileno da
molécula é hidrofébico e os blocos de poli-oxietileno sao hidrofilicos (Chisti, 2000).

A Figura 3.2 mostra a féormula molecular deste composto:

i
H —GDCHZ CH, a—éo CH CH, 9—63 CH, CH, %DH
® W z

Figura 3.2: Formula molecular do Pluronic F68, no qual x=z=78 e y=30
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Este composto deve ser esterelizado por filtracdo para evitar a formacao de
peroxidos decorrentes da esterilizagdo em autoclave. Nas culturas sob aeragao o
Pluronic F68 atua minimizando a ligagao das células as bolhas, diminuindo danos
celulares que ocorrem quando aquelas sdo transportadas até a superficie. O
surfatante tem efeito ainda sob culturas ndo aeradas, nas quais os danos celulares
ocorrem em razao dos vortices formados durante a agitagao, impedindo a adesao
celular a nova superficie. Em adicdo, o Pluronic F68 tem agado tensoativa e é
capaz de se acumular na interface gas-liquido formando um filme na superficie
celular, protegendo, com isso, as células do rompimento das bolhas na superficie
do meio de cultivo durante a aeragdo do meio (van der Pol e Tramper, 1998). A
adicdo deste agente ao meio de cultivo € indicada para concentragdes até 0,2%
m/v, dependendo de sua toxicidade a linhagem celular em estudo (van der Pol e
Tramper, 1998). Para células Sf9, a adicdo de Pluronic F68 mostrou-se vantajosa,
pois nao so este agente interage com a membrana celular, como também modifica
a capacidade de produgao de proteinas recombinantes e de virus por estas
células, embora tais observacdes fundamentam-se no emprego de apenas 0,05 %

do agente no meio (Palomares et al., 2000).

No cultivo de células em suspensao, como em frascos do tipo schott de
100mL de capacidade, ndo ocorre forte limitacdo de oxigénio. Freshney (1992),
por exemplo menciona que , no cultivo estatico de células de animais, deve-se
manter uma relagao entre o volume de ar e o volume de meio de cultura de cerca

de 10:1 para prover oxigénio em quantidade ineficiente.

Contudo, em razdo do alto requerimento de oxigénio no cultivo de células
de insetos em reatores de maior capacidade, faz-se necessaria a agitagdo e
injecdo de ar rigorosamente controlados. E relevante mencionar, no entanto, que
taxas elevadas como 100% de saturagado ou maiores (em condigdes hiperbaricas)
e inferiores a 10%, podem causar inibicdo ao crescimento celular e na producao

de proteinas recombinantes (Agathos, 1991).

Durante as décadas de 70 e 80 intensificaram-se as pesquisas no

desenvolvimento de biorreatores para o cultivo de células animais, de uma

29



Revisao da Literatura

maneira geral. Em vista das necessidades requeridas no cultivo celular em relagao
a agitacdo e aeragao, intensificaram-se estudos para diversas geometrias de
reatores. Biorreatores de leito fixo, leito fluidizado e sistemas com fibras ocas s&o
empregados para células aderentes. Para células em suspensido recomenda-se a
utilizagao de reatores do tipo tanque agitado, do tipo airlift € de coluna de bolhas.
Devido ao seu tamanho e versatilidade emprega-se mais freqientemente no
cultivo celular o reator de tanque agitado. Projetos de biorreatores do tipo tanque
agitado incluem o uso de fermentadores de fundo redondo, impelidores
adequados e a prevengao de regides de voértices, que, conforme anteriormente

mencionado podem causar danos as células (van der Pol e Tramper, 1998).

Outras configuragdes de biorreatores sao citadas por Ikonomou et al. (2003)
como alternativas para a producao de proteinas recombinantes e biopesticidadas.
Configuragbes como o biorreator de vaso de parede rotativa (Rotating wall

vessels) e o biorreator de ondas (Wave Bioreactor).

O biorreator de parede rotativa consiste de uma parede cilindrica ao redor
de um eixo horizontal que trabalha com baixas condicbes de cisalhamento. A
oxigenagao € realizada livre da formacdo de bolhas e o meio de cultivo de
renovacdo € alimentado por membranas. O biorreator de ondas (Wave
Bioreactor), consiste em um sistema com bolsas de polietileno pré-esterelizadas e
descartaveis em forma de plataforma. As bolsas sdo preenchidas com meio de
cultivo e células e o resto da camara é preenchida por ar. O movimento da
plataforma gera ondas que garantem a transferéncia de oxigénio, distribuicao de
nutrientes e suspensdo de células. Esta configuragdo pode ser empregada na
producao de biopesticidas pelo produtor de soja na prépria area de produgéo rural,
devida as facilidades oferecidas como o descarte das bolsas de polietileno apds a

realizagao da batelada.
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3.7. Producao de Baculovirus

O termo baculovirus € oriundo do latim no qual baculum significa bastéo,
onde uma ou multiplas particulas de DNA-proteina viral podem estar contidas. Os
baculovirus podem ser divididos em duas familias, a Baculoviridae
Eubaculovirinae, e Nudibaculovirinae. Nas particulas virais de Eubaculovirinae a
estrutura protéica em forma de bastdo € composta por um capsideo, definida
como corpo de oclusido, conhecido também como poliedro. Toda a informacao
genética esta contida na dupla hélice de DNA circular viral. Os baculovirus ja

foram isolados de mais de 500 espécies de insetos (Vardar-Sukan e Sukan, 1992).

O grupo de viroses de poliedrose nuclear (baculovirus) possui varias
caracteristicas que as tornam ideais para o0 uso em programas de controle de
pragas. Estas viroses tém demonstrado alta especificidade, sendo sua

patogenicidade restrita a classe Insecta (Moscardi e Corso, 1981).

A infeccdo de células de insetos por baculovirus tem sido utilizada
recentemente na producio de particulas virais para a aplicagao como bioinseticida
e para a obtengao de proteinas recombinantes como a p-galactodidase (Mckenna

et al., 1998) e a fosfatase alcalina (Taticek et al., 2001).

Tradicionalmente no Brasil a produgcdo dos poliedros de baculovirus para
uso como biopesticidas ocorre de forma trabalhosa, através da coleta de
particulas virais (poliedros) de lagartas infectadas na lavoura de soja. A partir das
lagartas infectadas, infectam-se /agartas sadias, que morrem, liberando mais

baculovirus.

A infeccdo da /agarta da soja ocorre com a ingestdo do poliedro, que é
dissolvido em seu intestino em pH entre 9,5 e 11,5. As particulas de virus infectam
as ceélulas do epitélio intestinal, que se sofrem lise celular infectando as
adjacentes. Parte do virus chega a hemolinfa, causando uma infec¢ao sistémica
secundaria, alastrando-se assim pelo inseto. A lagarta morre e é liquefeita, devido

a acao de proteases produzidas durante a infeccdo. A lagarta é entdo, macerada,
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liberando particulas virais. O macerado homogeneizado €, em seguida, seco e

estocado para comercializagao.

Em razdo do trabalho despendido na manutencgéo de /agartas, e a exigéncia
da padronizacao da producédo em larga escala, seria recomendavel a producéo do
virus in vitro através de células de insetos, como as da linhagem Sf9

desenvolvidas a partir do ovario de pupa da borboleta.

A infecgéo das células de insetos por baculovirus € mais eficiente durante o
crescimento exponencial. Este periodo de crescimento € caracterizado por
elevada viabilidade celular, fator imprescindivel para o sucesso do processo de
infeccdo. A densidade celular tem influéncia direta sobre a produgdo de virus.
Desta forma, otimizando-se o meio de cultura das células, pode-se aumentar ndo
somente a producédo de poliedros de baculovirus, como também a producdo de
proteinas recombinantes que poderao ser produzidas por culturas infectadas com
baculovirus recombinantes. Com o objetivo de se otimizar a produgao de proteinas
recombinantes pelo sistema baculovirus recombinantes através de células de
lepidopteros e definir condicdes e processos ideais de cultura e infeccao, diversos
trabalhos tém sido desenvolvidos (Pereira et al., 2001; Massotte et al., 1999; Cruz
et al., 1998; O’Reilly et al., 1992).

3.7.1. Obtencao de Baculovirus Através da Infecg¢ao in vitro de Células de
Inseto Sf9

Requisitos primordiais, entretanto, para o sucesso do crescimento celular e
infeccao celular sdo a nutricdo celular, o oxigénio disponivel, o tamanho do inéculo
celular em proporgdo ao meio de cultura utilizado, a fase de infecgao celular e o
efeito da multiplicidade de infeccdo (Kioukia et al, 1995). Quando se discute a
producdo de baculovirus por inoculagdo celular, normalmente define-se a
multiplicidade de infecgdo (MOI), ou o numero de virus por célula que influencia a
fracdo de células que serao infectadas e o numero de poliedros por célula no fim
da infecgao (Vardar-Sukan e Sukan, 1992).
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Para infectar a célula, o virus nao ocluso (NOV) deve entrar na célula por
endocitose ou fusdo. O DNA viral é replicado no nucleo da célula em algumas
horas. Posterior a este periodo, as particulas virais sdo liberadas da célula. Os
NOVs sao responsaveis pela infecgcao das demais células em cultivo, sendo que
sua producgao cessa apos aproximadamente vinte horas, quando entao se inicia a
producao de poliedros contendo virus ou corpos de oclusdo. Alguns dias depois
da infec¢do, a célula sofre lise e os corpos de oclusdo sédo liberados (Vardar-
Sukan e Sukan, 1992). O processo de produc¢éo do virus in vitro pode mostrar-se
oneroso, contudo, possibilita a maximizacdo da densidade celular e, por

conseguinte, elevadas concentragdes de poliedros por mililitro de meio de cultura.

As alteragdes morfologicas que podem ser visualizadas ao microscépio
optico e ocorrem quando as células em cultura sdo infectadas por virus séo, até
certo ponto, caracteristicas para cada grupo de virus e recebem o nome de efeito
citopatico. O efeito citopatico in vitro a ser observado fundamenta-se na analise de
formacédo de poliedros virais. O numero de poliedros produzidos por célula em
cultura (apés lise das células com dodecil sulfato de sodio - SDS) € determinado
através da contagem dos poliedros por microscopia otica e expresso como
poliedros/mL. A viruléncia (caracterizada in vitro) para as amostras de maior
relevancia pode ser observada em bioensaios em lagartas Anticarsia gemmatalis,
efetuando-se ensaios em triplicata de diluigdes dos poliedros obtidos, em que se

verificara a susceptibilidade das /agartas aos poliedros ingeridos com a dieta.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Linhagem Celular e Virus

As células utilizadas, de Spodoptera frugiperda Sf9, e o virus em estudo,
baculovirus Anticarsia gemmatalis Nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), foram
cedidos pelo Dr. Ronaldo Zucatelli Mendonga, do Laboratorio de Imunologia Viral

do Instituto Butantan coordenado pelo Dr. Carlos Augusto Pereira.

A linhagem de células Sf9 CRL 1711 foi originalmente obtida da ATCC
(American Type Culture Collection, EUA). Toda a producédo de baculovirus deste
estudo foi realizada a partir de amostras virais mantidas em refrigerador a 4°C. O
baculovirus € coletado do ambiente a partir de /agartas infectadas. Com isso,
buscou-se evitar a perda de viruléncia e da capacidade de infeccao do virus
durante a realizacdo dos ensaios, ja que o virus pode apresentar instabilidade

genética entre suas passagens.

4.1.2. Componentes do Meio de Cultura e Outros Reagentes

O meio de cultivo basal empregado nos ensaios, meio Grace, foi preparado
conforme orientagao do fabricante (Gibco, Inc., EUA). Adicionou-se cerca de 0,6 g
de hidroxido de sédio (LabSynth, Brasil) a cada litro de meio preparado para a
correcao do pH para a faixa entre 6,1 e 6,4. Destaca-se que o meio Grace
continha em sua formulagdo 0,70g/L de D-glicose. O meio foi esterilizado por

filtracdo e mantido refrigerado a 4°C.

Neste estudo foram empregados também o meio de cultura Sf900II (Gibco,
Inc., EUA), fundamentalmente utilizado na preparagdo do inéculo e na realizagao
de ensaios controle, a glicose também foi obtida da Gibco, Inc. (EUA). O soro fetal
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bovino empregado no planejamento fatorial fracionario foi da Cutilab (Brasil),
enquanto que nos demais experimentos o soro empregado foi da Gibco, Inc.
(EUA). O Pluronic F68 foi adquirido da Sigma-Aldrich Corp. (EUA), o
dimetilsulféxido da Merck & Co., Inc. (EUA) e os corantes azul de Trypan, da Inlab

(Brasil), o brometo de etidio e o laranja de acridina da Sigma-Aldrich Corp. (EUA).

Os suplementos extrato de levedura, concentrado protéico e permeado de
soro de leite bovino liofilizados foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Valdemiro
Carlos Sgarbieri do Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricdo da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas, e

foram mantidos congelados em freezer a -20°C.

4.1.21. Caracteristicas do Extrato de Levedura Empregado como

Suplemento para o Meio de Cultivo

A producdo do extrato de levedura, conforme descrita em detalhes por
Sgarbieri et al. (1999), € um processo que envolve diversas etapas. A Figura 4.1
mostra o fluxograma de obtencdo do extrato de levedura, a partir do autolisado

obtido da biomassa desamargada (biomassa livre de residuos de parede celular).

As células integras foram submetidas ao processo de autolise com o auxilio
de um pré-autolisado na proporgao de 15% em volume, 7% em volume de etanol e
2% em massa de NaCl. Esta etapa foi realizada em um reator agitado de 250L,
durante 24 horas a 55°C. A centrifugacdo em cesto de lona foi empregada na
obtengao do extrato bruto (parte soluvel) e da parede celular (parte insoluvel). Na
etapa final de obtengdo do produto liofilizado, adicionou-se amido soluvel (cerca

de 5%) e, para a reducédo da higroscopicidade, maltodextrina (cerca de 25%).

O extrato de levedura utilizado apresentou a composicdo aproximada
descrita na Tabela 4.1, observando-se que o material apresenta um teor de
proteinas razoavelmente elevado, e baixa concentracido de lipidios, sendo isento

de fibras insollveis.
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Autolisado
(Pasteurizado 85°C, 15 Seq)

Centrifugagao para

separagao da parte

!

Autolisado Integral

Extrato Bruto Parede Celular

l

\ 4 \ 4
Residuo de Parede Extrato Clarificado
Celular
v Concentragao a vacuo

Extrato Concentrado

Liofilizagdo

\ 4
Extrato de Levedura Desidratado

Figura 4.1: Fluxograma geral da obtencao do extrato de levedura desidratado
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Tabela 4.1: Composicdo aproximada do extrato de levedura, com 25% de

Maltodextrina.

Componentes | Percentagem em massa (%)
Proteinas 48,5
Lipidios 0,4
Carboidratos 25,6
Cinzas 11,7
Fibras 3,3

4.1.2.2. Caracteristicas do Concentrado Protéico e do Permeado do Soro de
Leite Bovino Liofilizados e Empregados como Suplementos para o Meio de

Cultivo

O concentrado protéico do soro de leite (CPSL) e o permeado liofilizado s&o
obtidos do leite desnatado e pasteurizado. O soro do leite e seus respectivos
concentrados foram produzidos em uma planta piloto do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (Campinas, SP), planta piloto do TECNOLAT, empregando leite
fornecido pela Cooperativa dos Produtores de Leite da Regido de Campinas
(Jaguariuna, SP). A Figura 4.2 mostra o fluxograma do processo de obtencéo do

concentrado protéico de soro doce e do permeado liofilizado.
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Leite Desnatado
(Pasteurizado 72°C, 15 s)

< Agente Coagulante : Quimosina

v v

Coagulo de Caseina Soro Doce

1. Ultrafiltragdo
2. Didfiltracao

v

Retentado Liofilizagdo

Permeado (PL)

<+— Liofilizagao

\
Concentrado Protéico de Soro Doce (CPSL)

Figura 4.2: Fluxograma geral da produgédo do concentrado protéico de soro doce

de leite (CPSL) e do permeado liofilizado.

ApoOs a desnatagdo e pasteurizagdo a 72°C e 15 segundos, o leite foi
estocado em tanques encamisados de ago inoxidavel e aquecido a 35°C para uma
coagulagao prévia. A coagulacao foi realizada através da adigcdo de uma enzima,
atribuindo ao queijo obtido do processamento a denominagao de queijo doce. O
processo de coagulagdo pode ser realizado também através da adigdo de acido
latico até se atingir pH 4,6 (pl das caseinas) onde ocorre a precipitagdo das

mesmas. Na produgdo do queijo tipo doce adicionou-se o coalho, enzima
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quimosina, em concentragdo de 30mL por 100mL de leite, juntamente com uma
solugado de CaCl, a 50% em uma concentragao de 25mL por 100mL de leite. O
material foi homogeneizado e mantido em repouso por um periodo de até 60

minutos para a coagulagao.

O soro do leite obtido foi estocado em um tanque de acgo inoxidavel de
200L, no qual foi mantido aquecido a 37°C. Nesta temperatura o soro foi
ultrafitrado em membranas com tamanho de poro de 10kDa. O fator de
concentragédo do processo de ultrafiltracdo variou de 8 a 10, sendo seguido de 12
ciclos de diafiltragdo. Apds o processo, 0 soro do leite foi congelado a -20°C e
posteriormente, desidratado por liofilizagdo, o que possibilita a estocagem por um

longo periodo, sob refrigeragcado de 0 a 8°C.

A composi¢cado aproximada deste suplemento (CPSL) do meio de cultivo &
mostrada na Tabela 4.2. Além da presencga de lipidios e lactose, destaca-se
também o elevado teor protéico do material (83,34%), que contém
fundamentalmente proteinas de massa molecular superior a 10kDa, em
decorréncia do didmetro de corte da membrana empregada no processo de

ultrafiltracao citado anteriormente.

Tabela 4.2: Composicdo aproximada do concentrado protéico de soro de leite

bovino.
Componentes | Percentagem em massa (%)
Solidos totais 96,4
Proteinas 83,3
Cinzas 2,8
Lactose 8,9
Lipidios 4,5

Além do CPSL, a Figura 4.2 mostra o processo de obtengdo do permeado
liofilizado, no qual se encontram as proteinas de massa molecular inferior a

10KDa, também empregado neste estudo como suplemento ao meio de cultivo
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para as células de inseto Sf9. O permeado liofiizado apresenta em sua
composicao basicamente lactose, vitaminas, sais minerais e agua (Borges et al.,
2001). A composicédo do permeado de soro de leite mostra-se bastante deficiente,
contudo, em proteinas e aminoacidos, que sao nutrientes essenciais para o

crescimento de células (Saron, 2003).

A composicao centesimal aproximada em base seca do permeado

liofilizado do soro de leite € mostrada na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Composicao aproximada do permeado liofilizado

Componentes Permeado Liofilizado (%)
Lactose 85,0
Cinzas 9,6
Nitrogénio Total 0,7

Nota-se que, quantitativamente, o componente mais importante do
permeado é a lactose. Este componente pode atingir a concentragédo de 40g/L, ja
que toda a lactose do soro de leite concentra-se nesta fragdo de menor massa
molecular proveniente da ultrafiltracdo. Com relagdo aos aminoacidos totais, o
permeado do soro apresenta maior concentragdo de acido glutamico, isoleucina,
lisina e NH3. Os aminoacidos acido aspartico, treonina, prolina, glicina, alanina,
cistina e leucina apresentam-se em menor quantidade. Ja a serina, a valina, a
metionina, a tirosina, a fenilalanina, a histidina e a arginina ndo foram detectadas,

conforme informado pelo fornecedor.

Geralmente, a concentracido de sais minerais no CPSL diminui com o
aumento do conteudo de proteinas, consequentemente aumentando o teor de
cinzas no permeado. A Tabela 4.4 mostra a composi¢ao aproximada de sais no

permeado liofilizado.
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Tabela 4.4: Composicao aproximada de minerais no permeado liofilizado
(adaptada de Saron, 2003)

Minerais Concentracao (mg/100g de permeado liofilizado)
Potassio 150

Calcio 30

Foésforo 40

Sadio 65

Magnésio 7

Cloreto 120

4.2. Métodos

4.2.1. Preparo e Propagacao da Linhagem Celular

Os experimentos realizados neste estudo empregaram indculos
celulares que foram mantidos nos meios de cultivo Sf900Il e Grace. Este
procedimento foi adotado em virtude da verificagao de diferencas observadas no

crescimento e viabilidade celular durante os ensaios.

4.2.1.1. Preparo do Inéculo Celular em Meio Sf900Il

A propagacgédo da linhagem em estudo para a obtencdo do lote-semente
celular padronizado foi realizada em frascos do tipo schott de 100mL de
capacidade, com 15mL de meio Sf900Il, mantidos em incubadora agitada a 28°C e
100rpm. Apds a obtencdo de cerca de 6x10° células vidveis/mL, a suspenséo
celular foi transferida para tubos estéreis de 50mL de capacidade, adicionando-se
10% em volume de DMSO. As amostras foram subdivididas e transferidas para

criotubos de 2mL de capacidade (Nunc), com 1,5 mL de volume de trabalho,
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armazenadas inicialmente em freezer a —80°C por 72h e subseqlientemente,

em nitrogénio liquido.

Os lotes de ensaios foram iniciados a partir de uma amostra padronizada de
cultura congelada. Apos o descongelamento, a suspensao celular (1,5mL) foi
transferida para garrafas de 40mL de capacidade (Nunc), acrescentando-se 3,5mL
de meio SfO00II fresco. Apds 24 horas em estufa a 28°C, o meio de cultura foi
removido com o auxilio de uma pipeta, para a completa eliminagdo do agente
crioprotetor, e adicionou-se 4mL de meio fresco. Apés 72 horas adicionais de
cultivo estatico, as células foram removidas mecanicamente, através de agitagao
manual vigorosa, e transferidas para frascos do tipo schott. A esta suspensao
celular adicionou-se meio Grace contendo 10% em volume de SFB, no qual as
células foram mantidas durante duas passagens para adaptacgéo, ja que a cultura
foi preservada em meio SfO00Il. No segundo repique sucessivo apds o
crescimento, as culturas foram transferidas para tubos de centrifuga estéreis de
15mL de capacidade e centrifugadas a 1000 rpm durante 2 minutos. O sedimento
obtido foi ressuspendido em um volume definido de meio Grace para a obtencao
de uma suspensdo celular de alta concentragdo preparada em condigdes

padronizadas.

4.2.1.2. Preparo de In6culo Celular em Meio Grace

O inéculo celular em meio Grace foi preparado similarmente ao anterior, em
meio Sf900Il. Apos a obtencdo de cerca de 2x10° células vidveis/mL, a suspens&o
celular foi transferida para tubos estéreis de 50mL de capacidade, adicionando-se
10% em volume de SFB e 10% de glicerina. As amostras foram subdivididas e
transferidas para criotubos de 1,8mL de capacidade (Nunc), com 1,5 mL de
volume de trabalho, armazenadas inicialmente em freezer a -80°C e

subsequentemente, em nitrogénio liquido.

Como anteriormente, apds o descongelamento, a suspensdo celular
(1,5mL) foi transferida para garrafas de 40mL de capacidade (Nunc),
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acrescentando-se 3,5mL de meio Grace fresco suplementado com 10% SFB.
Apods 24 horas em estufa a 28°C, o meio de cultura foi removido e adicionou-se
4mL de meio fresco. Apds 72 horas adicionais de cultivo estatico, as células foram
removidas mecanicamente e transferidas para frascos do tipo schott, aos quais se
adicionou meio Grace contendo 10% em volume de SFB. Apds obter-se a
concentracao celular desejada para a inoculagao nos ensaios, as culturas foram
transferidas para tubos de centrifuga estéreis de 15mL de capacidade e
centrifugadas a 1000 rpm durante 2 minutos, obtendo-se um sedimento que foi
ressuspendido em um volume definido de meio Grace para a obtencdo de uma

suspensao celular de alta concentragéo preparada em condi¢cdes padronizadas.

4.2.2. Caracterizagao Preliminar do Crescimento das Células Sf9

Ensaios preliminares foram realizados para a caracterizagdo da cultura de
células Sf9 quanto a concentragcao celular requerida para a inoculagéo, a duragao
da fase lag de crescimento, a taxa especifica maxima de crescimento celular
(umax), O tempo de duplicagcdo, o inicio e a duragdo do periodo estacionario.
Diferentes concentragdes de indculos celulares (2,5, 5 e 8x 10° células viaveis/mL)
foram avaliadas em frascos schott de 100 mL de capacidade, com 15 mL de
volume de trabalho, mantidos em incubadora agitada a 28°C e 100 rpm. Nestes
ensaios empregou-se 0 meio Grace acrescido de 10% em volume de SFB.
Amostras foram coletadas a partir de 24 horas apds a inoculagdo para a

determinacdo da concentracao e da viabilidade celular.
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4.2.21. Determinacao dos Parametros Cinéticos Taxa Maxima de
Crescimento Especifico, do Tempo de Duplicagcao e dos Coeficientes de

Consumo Especificos de Glicose e Glutamina

A taxa maxima de crescimento especifico (umax) foi determinada pelo
coeficiente angular da reta ajustada para a variagdo do logaritmo neperiano da

concentragao celular com o tempo.

O tempo de duplicagdo celular (t4) foi determinado pela razdo entre o

logaritmo neperiano de 2 € pimax-

Os coeficientes de consumo especificos de glicose e glutamina foram
determinados durante a fase de crescimento exponencial através da Equacao 4.1:

dS, /dt

Pt et ) Equacao 4.1
G =ax Td M quag

na qual S; € a concentracdo do substrato i (glicose ou glutamina), X, é a
concentragédo de células viaveis, u max € a taxa maxima de crescimento especifico

e t o tempo.
4.2.3. Estudo do Efeito dos Suplementos no Crescimento Celular

Os efeitos dos seguintes suplementos ao meio Grace concentragcéo de
extrato de levedura e a concentracdo do concentrado protéico de soro de leite
bovino foram avaliados com o intuito de se minimizar o percentual de soro fetal
bovino. Estudou-se também o efeito da concentragao de glicose, concentragao de
Pluronic F68 no crescimento e na viabilidade celular. Em decorréncia do numero
elevado de ensaios requeridos, realizou-se preliminarmente um planejamento
fracionario 2°. A selecdo dos niveis das variaveis independentes na estratégia de
planejamento fatorial fracionario preliminar foi baseada em analise de literatura

pertinente. Variou-se a concentragao de extrato de levedura de 0 a 8 g/L (Drews et
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al. 1995 e Wu et al., 1998), a concentracao de glicose de 1,8 a 2,7 g/L (Mendonga
et al., 1999 e Wang et al.,1993), a concentragao de Pluronic F68 de 0 a 0,2%(m/v)
(van der Pol e Tramper, 1998), a concentragao de concentrado protéico de soro de
leite bovino de 0 a 5% (m/v) (Sereni et al.,, 1981) e a concentragdo de soro fetal

bovino de 1 a 3% em volume.

Os ensaios foram realizados em frascos de vidro do tipo schott de 100 mL
de capacidade com tampas rosqueadas, com 15 mL de volume de trabalho,
mantidos em incubadora agitada a 28°C e 100 rpm. Utilizou-se em cada ensaio um
indculo celular de concentragdo 2,5x10°células viaveis/mL obtido conforme o
procedimento descrito no item 4.2.1. As varidaveis resposta concentracdo e
viabilidade celular foram avaliadas a partir de 24 horas apds a inoculagéo por um
periodo de até 11 dias. Determinou-se, através deste planejamento, os
suplementos com efeitos mais relevantes, com base na analise dos valores dos
contrastes, descartando-se os demais em ensaios posteriores. Os dados obtidos

foram tratados no programa Statistica 5.0.

Nas etapas subsequentes foram realizados dois planejamentos fatoriais 28
com seis pontos axiais e trés pontos centrais, empregando-se um indéculo celular
composto por células adaptadas ao meio de composigcdo minima, meio Grace, e
ao meio de composicao definida e livre de soro, Sf900ll, respectivamente. Os
planejamentos fatoriais 2% com seis pontos axiais e trés pontos centrais buscaram
avaliar o efeito dos suplementos extrato de levedura, concentrado protéico do soro
de leite bovino e do soro fetal bovino em uma faixa de concentragao superior
aquela empregada no planejamento fracionario inicial. As faixas de concentragdes
empregadas foram baseadas na expansao do planejamento fatorial completo em

estrela e sdo mostradas na Tabela 4.5.

Foram realizados também dois planejamentos fatoriais 22 com o intuito de
avaliar a atuacédo do permeado do soro de leite liofilizado em substituicdo ao soro
fetal bovino. Estes planejamentos foram realizados em condi¢gées similares aos
anteriores. A faixa de concentracdo dos suplementos empregados foi baseada na

literatura similarmente aos ensaios realizados com o concentrado protéico de soro
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de leite bovino. Em vista disso foi empregada inicialmente a concentragao de 5%
de permeado liofilizado (Sereni et al., 1981). No segundo planejamento fatorial, 2°
com trés pontos centrais, foram utilizadas concentragbes que variaram de 1 a
2,5%.

4.2.4. Avaliagao do Efeito da Ampliagcao da Faixa de Concentragcao de Extrato

de Levedura, do CPSL e do SFB sobre o Crescimento e Viabilidade Celular

Com o intuito de obter uma composicao de meio de cultura na qual a
concentracao de células viaveis na fase estacionaria e na fase média exponencial
assim como a viabilidade celular fossem maximizadas, realizou-se o planejamento
fatorial 2%, com trés pontos centrais e seis axiais, no qual diferentes concentracdes
de extrato de levedura (2,6, 4, 6, 8 e 9,4 g/L), de CPSL (2,3, 3,4, 5e 5,7 %om/v) e
SFB (0,3, 1, 2, 3 e 3,4 %v/v) foram empregadas. As concentragdes de glicose e

Pluronic F68 foram mantidas constantes em 2,7g/L e 0,1% m/v, respectivamente.

Estudo similar foi realizado na avaliacdo das variaveis concentracdo de
permeado liofilizado do soro de leite bovino e da concentracdo do soro fetal

bovino, como descrito no item a seguir.

4.2.5. Avaliagao do Efeito da Concentragcdao de Permeado Liofilizado e da

Concentracao de SFB sobre o Crescimento e Viabilidade Celular

Além dos aditivos ao meio de cultivo citados anteriormente, avaliou-se
também neste estudo, as concentragcao de permeado liofilizado, na tentativa de
substituicdo parcial do SFB, que proporcionasse a maxima concentragao de
células viaveis na fase estacionaria e na fase média exponencial, e sobre a
viabilidade celular. Para tanto foram realizados dois planejamentos fatoriais 22. No
primeiro planejamento foram empregadas diferentes concentragdes de permeado

liofilizado (0, 2,5 e 5 %m/v) e de SFB (1, 2 e 3 %vV/v), sendo que o indculo de
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células Sf9 era oriundo do meio Grace acrescido de 10% de SFB. No segundo
planejamento foram empregadas as concentragdes de permeado liofilizado (1,
1,75 e 2,5 %mlv) e SFB (1, 2 e 3 %vVl/v), no entanto, o in6culo celular era oriundo
de meio de cultivo de composig¢ao otimizada Sf900Il. Os experimentos realizados

durante este estudo estido resumidos na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Resumo dos experimentos realizados.

Experimento Variaveis estudadas e suas concentragoes

Caracterizagéo preliminar da | SFB: 10%;

cultura Inoculo: 2,5 a 8x 10° cél/mL.

Extrato de levedura: 0 a 8 g/L;

SFB: 1 a 3%;

Planejamento fracionario 2°" | CPSL: 0 a 5%;

Pluronic F68: 0 a 0,2%;

Glicose: 1,8 a 2,7g/L.

Extrato de levedura: 2,6, 4, 6, 8 e 9,4g/L;

Ampliagéo da faixa de CPSL: 2,3, 3, 4,5 e 5,7%;
Extrato de levedura, CPSL e |SFB: 0,3, 1, 2, 3 e 3,4%;
SFB Glicose: 2,7 g/L; Pluronic F68: 0,1%;

In6éculo: meio Grace.

Extrato de levedura: 2,6, 4, 6, 8 e 9,4g/L;

Ampliagcéo da faixa de CPSL: 2,3, 3,4,5e 5,7%;
Extrato de levedura, CPSL e | SFB: 0,3, 1, 2, 3 e 3,4%;
SFB Glicose: 2,7 g/L; Pluronic F68: 0,1%;

In6culo: meio SfO00II.

Permeado liofilizado: 0 a 5%;
SFB: 1 a 3%;
Glicose: 2,7g/L; Pluronic F68: 0,1%; Extrato de levedura:8g/L;

In6culo: meio Grace.

Planejamento completo 2?

Permeado liofilizado: 1 a 2,5%;
SFB: 1 a 3%;
Glicose:2,7g/L; Pluronic F68: 0,1%; Extrato de levedura: 8g/L;

Inéculo: meio SfO00II.

Planejamento completo 2?
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Todos os ensaios dos planejamentos experimentais deste estudo foram
realizados em frascos do tipo schott de 100 mL de capacidade contendo 15 mL de

meio de cultura, e estes foram mantidos a 28°C em incubadora agitada.

4.2.6. Adaptacao das Células Sf9 e Subcultivos Subseqiientes nos Meios de

Cultivo com Formulagoes Otimizadas

Nos planejamentos fatoriais realizados neste estudo descritos até o
momento, os resultados obtidos quanto a concentracdo e viabilidade celular
estiveram baseados na primeira passagem das células Sf9, proveniente de
culturas congeladas isoladamente nos meio Grace (acrescido de 10% de SFB em

volume) e SfO00II, para as diversas formulag¢des testadas.

Em vista disto, julgou-se necessaria a adaptagdo e subcultivo destas
células nos meios de cultivo previamente otimizados para a subsequente infec¢ao
por baculovirus. Foram adaptadas culturas congeladas isoladamente nos meio
Grace (acrescido de 10% de SFB em volume) e Sf900Il. A adaptacéo celular foi
realizada em cultivo estatico em garrafas do tipo Nunc de 40mL de capacidade. As

culturas foram mantidas em estufa a 28°C durante 6 passagens.

A adaptacao celular foi dividida em trés etapas, sendo que o mesmo
processo de adaptacgao foi realizado para as células Sf9 originalmente congeladas

em meio Grace com 10% de SFB).

1. As células Sf9 foram inoculadas em concentragdo de 0,2x10° células/cm? em
3,6mL do meio Sf900Il. Apds 24 horas, adicionou-se 0,36mL do meio cuja
formulacéo se desejava avaliar (denominado como meio em teste) e incubou-

se as amostras até que 60% de confluéncia fosse atingida.

2. O subcultivo foi realizado em 3mL de meio (2,7mL de Sf900ll e 0,3mL do meio
em teste cuja formulacdo se desejava avaliar). Apos 24 horas adicionou-se
0,75mL do meio em teste. Incubou-se as amostras até que 60% de

confluéncia fosse alcangada.
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3. O subcultivo foi realizado em 3mL de meio (2,25mL de Sf900Il e 0,75mL do

meio em teste). Adicionou-se apoés 24 horas 0,75mL do meio em teste.

Apos o periodo de prévio de adaptacdo celular foram realizados seis

subcultivos (passagens) em cada meio em teste.

Os meios cujas formulagdes otimizadas se desejava avaliar foram: o meio 4
(8g/L de extrato de levedura, 2,7g/L de glicose, 1% de SFB, 5% do CPSL) e o
meio 16 (8g/L de extrato de levedura, 2,7g/L de glicose, 3% de SFB, 5% do CPSL
e 0,2% de PF68) referentes ao planejamento fracionario preliminar, o meio 1 (8g/L
de extrato de levedura, 2,7g/L de glicose, 1% de SFB, 1% do permeado liofilizado
e 0,1% de PF68) e o meio 3 (8g/L de extrato de levedura, 2,7g/L de glicose, 3% de
SFB, 1% do CPSL e 0,1% de PF68), referentes ao planejamento fatorial
completo 22, além do meio 9 (2,6g/L de extrato de levedura, 2,7g/L de glicose, 2%
de SFB, 4% do CPSL e 0,1% de PF68) e do meio 11 (6g/L de extrato de levedura,
2,7g/L de glicose, 2% de SFB, 2,3% do CPSL e 0,1% de PF68) referentes ao
planejamento fatorial completo 2°, com inéculo da cultura congelada em meio
SfO00ll.

Todos os subcultivos foram realizados em frascos do tipo schott de 100 mL
de capacidade contendo 15 mL de volume de trabalho, e estes foram mantidos a
28°C em incubadora agitada. A Figura 4.3 mostra o esquema dos ensaios

realizados neste estudo.
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Caracterizacao Preliminar

Inoculo de concentragdo apropriada

Avaliagao Qualitativa dos Suplementos extrato de levedura,
glicose, SFB, PF68 e CPSL.

Otimizagdo da composi¢ao dos
meios de cultura

In6culo Grace In6culo Sf900I1 Inoéculo Grace | Inéculo Sf900II

v v v v

Analise Quantitativa: Analise Quantitativa:
SFB, CPSL e extrato de levedura Permeado liofilizado e SFB

Composicdes otimizadas

Inéculo Grace l Inoculo SFO00!1

Formulagdes Testadas:
4,16, 9, 11, 1, 3, Controle em Grace+10% de SFB e Sf900ll

Produgéo do virus l

Formulagdes 3, 4, 11, Controles em
Grace+10% de SFB e Sf900ll

Figura 4.3: Esquema dos ensaios realizados durante todo o estudo.
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Foram avaliadas as cinética de crescimento, o consumo de nutrientes e a
formagdo de metabdlitos das culturas adaptadas e submetidas aos subcultivos
subsequentes. Amostras foram coletadas a partir de 24 horas apos a inoculagao
durante os dias de cultivo. As amostras coletadas para a determinagdo de
nutrientes e metabdtitos foram centrifugadas por 30s a 1000rpm e mantidas a -
20°C, quando nao foi possivel a determinagdo imediata da concentracao do

composto desejado.

Os meios em teste que resultaram em concentragdo celular superior a
3x10° células vidveis/mL tiveram suas culturas infectadas com baculovirus,
durante a fase de crescimento exponencial, empregando um fator de

multiplicidade de infecg&o igual a 1, conforme descrito a seguir.

4.2.7. Procedimento de Quantificagdo e Obtencao do Lote-Semente Viral

O lote semente viral foi obtido através da infeccdo de uma cultura de células
Sf9, em cultivo estatico, na fase de crescimento exponencial. Para tal,
estabeleceu-se uma cultura de células Sf9 mantida em meio Sf900ll, em garrafas
do tipo Nunc de 40mL de capacidade e 5SmL de volume de trabalho. A cultura
celular foi entdo infectada com 100uL de amostra viral, cedida pelo Pesquisador
Dr. Ronaldo Zucatelli Mendonga, da qual ndo se conhecia o titulo viral e a
multiplicidade de infec¢do. O baculovirus foi titulado empregando-se o método da

dilui¢cao final segundo o procedimento descrito a seguir:

Primeiramente, diluicdes seriadas do virus foram preparadas (10" a 10™").
As células Sf9 foram semeadas em placa com 96 cavidades colocando-se 0,1mL
por cavidade com a concentragcdo de células necessaria (ver apéndice viral). A
seguir, 0,1mL das amostras referentes a cada diluigdo viral foram adicionados em
cada cavidade. Para cada diluicado viral infectou-se um total de 6 cavidades. Apds
infectar as células com as 12 diluigbes virais, a placa foi incubada a 28°C (mantida

em ambiente umido, para que o meio de cultivo ndo secasse) durante sete dias. O
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numero de cavidades contendo células infectadas foi determinado observando-se

as células através de microscopio atico.

A titulagdo do virus disperso, budded viral, no sobrenadande da cultura &
definida pelo inverso da diluigdo da amostra que causa alteragéo (efeito citopatico)
em pelo menos 50% das células da cavidade da microplaca empregada (TCIDsg
por mililitro). Segundo esta metodologia, o titulo viral é expresso em TCIDso/mL.
Detalhes deste procedimento, acompanhado do calculo de Reed e Muench (1938)

para quantificagcao do titulo viral, encontram-se no Apéndice C.

4.2.8. Metodologia de Infecgao Celular

Foram estabelecidas culturas de células Sf9, adaptadas nos meios em teste
previamente otimizados, em frascos do tipo schott com 15mL de volume de
trabalho. Foi realizada também, como dado comparativo, a infecgao das células
Sf9 mantidas meio de cultivo Sf900ll e em meio Grace. As células foram
infectadas pelo baculovirus quando a concentragdo celular atingiu 1x10° células
viaveis/mL. Esta fase de infeccdo corresponde a fase média do crescimento
exponencial para os meios selecionados. O volume do in6culo viral, com titulo
viral definido e empregado no processo de infecgao, foi calculado através da

Equacéo 4.2:

. . moi x numero de células totais ~
volume de inoculo viral (mL) = - . Equacéo 4.2
titulo viral

Amostras da cultura celular infectada foram coletadas a partir de 24 horas
apods a infecgcdo durante 6 dias para a determinagdo do consumo de nutrientes
e a formagao de metabdlitos, assim como para determinagdo do numero de
poliedros formados por mililitro de meio. As amostras coletadas para a
contagem foram centrifugadas por 1 minuto a 1000rpm e mantidas a -20°C

quando a determinacao imediata dos componentes nao foi possivel.
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Com o intuito de quantificar os poliedros formados apds a infeccéo por
baculovirus foi necessaria a lise das células Sf9. Para tanto, as amostras foram
congeladas a -20°C por 24 horas e descongeladas a temperatura ambiente. Em
seguida foi adicionada uma solugdo aquosa de SDS a 1% na proporgao 1:1

(v/v) da amostra coletada.

4.2.9. Metodologia Analitica

4.2.9.1. Acompanhamento do Crescimento e Viabilidade Celular

A concentragdo, a viabilidade e a morfologia celular foram monitoradas
através de microscopia otica (Olympus CK2), empregando-se um hemocitdmetro,
segundo o método de exclusédo de Trypan. Este método identifica as células vivas
e mortas. Para a determinagdo das células viaveis, ou seja, aquelas passiveis de
duplicagdo, empregou-se o método de identificagcdo de morte celular através dos
corantes fluorescentes laranja de acridina e brometo de etidio utilizando-se a
microscopia de fluorescéncia (Olympus BX51) em aumento de 200 vezes. O

procedimento detalhado destas metodologias € descrito no Apéndice B.

4.2.9.2. Determinagao da Concentragao de Glicose e Glutamina Consumidas

e de Lactato e Amonia Produzidos

O consumo dos nutrientes glicose e glutamina e a formagado do metabdlito
lactato foram determinados através do analisador bioquimico YSI 2700, que
emprega enzimas imobilizadas em membranas de policarbonato para a detecgao
dos compostos especificados. O composto presente na amostra difunde-se

através da membrana, na qual ocorre a Reagao 4.1:

Composto+ O, 3 Hy0,+ bioproduto Reacéao 4.1
Oxidase (especifica para o composto de interesse)
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O peroxido de hidrogénio gerado € oxidado em um eletrodo de platina,

segundo a Reacgao 4.2

H20; — 2H +0; +2e Reac&o 4.2

Anodo de platina

Os elétrons gerados séo, entdo, quantificados e a resposta € convertida

para a concentragcdo do composto de interesse.

Aliquotas de 180 uL de amostra dos ensaios foram coletadas, a partir de 24
horas ap6s a inoculacdo, durante os dias de cultivo. As amostras foram
centrifugadas durante 30s a 1000 rpm, para a remogédo das células, e
determinadas diretamente no analisador bioquimico, que aspira 25 uL de amostra
por analise. As faixas de detecg¢ado sdo de 0 a 9g/L para a glicose, 0 a 1,2 g/L para

a glutamina e 0 a 2,7 g/L para o lactato.

Para determinar a concentracdo de amobnia utilizou-se um eletrodo
especifico (Analyser, modelo ORION 95-12) e um potenciémetro (Procyon, modelo
SA720). Este eletrodo detecta variacbes logaritmicas de mili-voltagem que
ocorrem com a conversao de amdnia em aménio, em solugdo. Antes da dosagem,
preparou-se uma curva de calibragao, utilizando as solugdes padroes de sulfato de

amoénio em diferentes concentragdes (0,1,0,5,1, 5, 10, 25, 50 e 100 ppm).

4.2.9.3. Determinagao da Osmolalidade

A osmolalidade (mOsm/kg H,0) foi medida através do aparelho Osmette A,
(Automatic Osmometer) Precision System, Inc. A leitura foi feita aliquotando-se
2mL da amostra num frasco do aparelho e aguardando-se por aproximadamente 3
minutos até o congelamento da amostra, quando se obtém a leitura. O aparelho foi
calibrado antes de cada lote de amostra com os padrées de 100 e 500 mOsm/kg
H.O.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizacao Preliminar da Cultura

Ensaios preliminares de crescimento celular em frascos do tipo schott
mantidos em incubadora, a 28°C, com agitagdo a 100 rpm, foram realizados para
a linhagem celular Sf9. O cultivo em incubadora agitada mostrou-se o mais
adequado para o estudo em questdo, ja que esta linhagem celular possui

crescimento em suspensdo. A Figura 5.1 mostra o aspecto morfolégico das

células Sf9.
e
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Figura 5.1: Células Sf9 cultivadas em suspensao em meio livre de soro (Sfo00ll).

5.1.1. Analise do Efeito da Concentrag¢ao do Inéculo no Crescimento Celular

Ensaios preliminares de crescimento celular para a caracterizacdo da
cultura de células de inseto Sf9, com diferentes concentragcdes de indculo celular,
foram realizados com a finalidade de definir a concentragao inicial de células nos
experimentos posteriores. Os resultados obtidos poderiam ser, entdo, comparados

aos publicados por outros autores. A Figura 5.2 mostra os resultados observados.

55



Resultados e Discussao
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Figura 5.2: Efeito do inéculo celular no crescimento e viabilidade de células Sf9.
Concentracdes dos indculos: 2,5x 10° células viaveis/mL (ensaio 1), 5x10° células
vidveis/mL (ensaio 2) e 8x 10° células viaveis/mL (ensaio 3). Os ensaios foram
realizados, conforme ja mencionado, em meio Grace acrescido de 10% de SFB,
em frascos schott de 100mL de capacidade e 15mL de volume de trabalho,

mantidos em incubadora agitada a 28°C e 100 rpm.

Embora o emprego do in6culo com elevada concentragcédo celular tenha
resultado em altas concentragdes celulares (até 28x10° células totais/mL),
observou-se queda acentuada da viabilidade celular apés um periodo de 3 dias.
Os cultivos iniciados com indculos menores que 8x10° células vidveis/mL
mantiveram-se com viabilidade entre 90 e 80% por 4 dias, fato imprescindivel para
a infecgao por baculovirus em ensaios futuros. O tempo de duplicagcao ficou em
meédia em 30 h, e a taxa maxima de crescimento especifico variou entre 0,021 e
0,027 h'. A fase lag de crescimento, caso tenha ocorrido, durou menos de 24

horas e a fase estacionaria foi atingida apds 3 dias de cultivo.

Os resultados verificados sao comparaveis aos obtidos em estudos

exploratérios de rotas metabdlicas e requerimentos nutricionais para células de
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insetos, publicados anteriormente por outros grupos (Doverskog et al., 2000;
Mendonga et al., 1999; Drews et al., 2000, Wang et al., 1993a e Kinoukia et al.
(1995), para cultivos em batelada, em frascos agitados, mantidos a 28°C e

100rpm, mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Comparacgao dos parametros cinéticos obtidos em diferentes meios de

cultivo.
Meios de In6culo Células finais | Fase lag L
. Referéncia
Cultivo (x10° cél/mL) | (x10° cél./mL) (h)
2,3 40 25
KBM10 4 S0 13 | ral 2000)
9 60 10
KBM 10 Drews et al.
3 70 30
+4g/L ext.lev. (2000)
Mendoncga
TNM-FH
2 18 36 et al
+10% SFB (1999)
TNM-FH Wang et al.
2 15 40
+10% SFB (1993)
Kinoukia et
TC-100
1,5 11 50 al
+5% SFB (1995)
Grace Presente
+10% SFB 25 12 <24 estudo

Doverskog et al. (2000), realizaram estudos com trés concentragcdes
distintas de células Sf9, 2,3x10° células/mL, 4x10° células/mL e 9x10° células/mL,

empregando o meio livre de soro, KBM 10. Os ensaios mostraram que a
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concentracdo celular final (40x10° células/mL, 50x10° células viaveis/mL e 60x10°
células viaveis/mL, respectivamente para as trés concentragdes de indculo) e a
fase lag de crescimento celular (25h, 13h e 10h, respectivamente) eram
dependentes da concentragao do indculo, e que quanto maior a concentragao de
inéculo empregada, maior a concentragao celular final obtida. Este fato estava
provavelmente vinculado a presenca de fatores de crescimento encontrados nos

in6culos empregados.

Comportamento similar foi verificado por Drews et al. (2000), empregando
indculo de Sf9 na concentracdo de 3x10° células/mL, meio livre de soro KBM 10
enriquecido com extrato de levedura 4 g/L. Estes autores observaram uma
duracéo da fase lag de 30 horas e uma concentragdo de células finais de 70x10°
células/mL, elevacdo consideravel em comparacdo aos dados obtidos por
Doverskog et al. (2000).

Mendongca et al. (1999), empregando in6culo celular de Sf9 na
concentracdo de 2x10° células/mL, e utilizando meio TNM-FH suplementado com
10% em volume de SFB observaram uma fase /lag de crescimento de 36 horas, e
concentracdo celular maxima final de 18x10° células viaveis/mL. A longa duragao
da fase /ag e a baixa concentracao final de células em comparagao as verificadas
pelos autores dos trabalhos anteriormente mencionados podem ser atribuidas a

formulacdo do meio TNM-FH, que ndo é tao rica em nutrientes quanto ao KBM 10.

O mesmo meio de cultivo (TNM-FH acrescido de 10% em volume de SFB)
e a mesma concentracdo de indculo (2x10° células/mL) foram utilizados por Wang
et al. (1993a) na investigagdo dos efeitos de nutrientes como glicose, glutamina e
oxigénio na expressao de proteinas recombinantes. Estes autores observaram um
periodo de 40 horas para fase lag de crescimento, e concentragcdo maxima de

15x10° células/mL.

Kinoukia et al. (1995) empregaram um inéculo de 1,5x10° células/mL para
investigar os fatores que afetavam o crescimento de células de insetos e a
infeccao por baculovirus. Foi utilizado o meio TC-100 suplementado com 5% em

volume de SFB. Os autores observaram um periodo de fase /lag de crescimento
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em torno de 50 horas, e maxima concentragcao final de 11x10° células/mL,
portanto, maior fase lag que os valores obtidos nos trabalhos anteriormente

mencionados quando se empregou uma concentragcéo de inoculo reduzida.

Com base nestes trabalhos, pode-se concluir que quanto menor a
concentragao de in6culo empregada, maior é a duragado da fase lag e menor é a
concentracao celular final, fatos de conhecimento geral. Notou-se também que
concentracdes celulares finais superiores a 50x10° células/mL podem ser obtidas
utilizando-se meios otimizados como o KBM 10. Ao contrario das células de
mamiferos, observa-se que mesmo concentragdes reduzidas de inéculo podem

resultar em crescimento celular apreciavel.

Sabendo-se que no ensaio com a menor concentragdo de indculo (2,5x10°
células viaveis/mL), mostrado na Figura 5.2, a viabilidade manteve-se acima de
80% por um periodo de até 6 dias, e estando estes resultados compativeis com os
observados na literatura, optou-se em se utilizar em ensaios posteriores esta
concentragdo de inéculo. Levou-se também em consideragédo as limitagbes com
custos operacionais e a maior dificuldade de obtencdo de um numero elevado de

células em ensaios simultaneos.

5.2. Anadlise do Efeito das Concentragées dos Suplementos Extrato de
Levedura, Concentrado Protéico de Soro de Leite, Pluronic F68, SFB e

Glicose

Os estudos de formulagdo de um meio de cultura a partir do enriquecimento
do meio Grace foram iniciados pela avaliacdo qualitativa, através de um
planejamento fatorial fracionario 2°' da influéncia simultdnea das variaveis
concentracido de extrato de levedura, de concentrado protéico de soro de leite, de
Pluronic F68, de SFB e de glicose sobre a concentracdo e a viabilidade das
células Sf9 na fase média do crescimento exponencial e sobre a concentragao

destas células na fase estacionaria.

Em razdo da possivel necessidade de componentes como fatores de
crescimento e hormoénios, dentre outros, comumente essenciais para o0
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crescimento celular, ndo foram realizados ensaios na auséncia de SFB, que variou
entdo de 1 a 3 % em volume. A concentragao de glicose foi elevada além do nivel
normalmente estabelecido no meio Grace (0,7g/L) por este composto representar
o acucar preferencialmente consumido durante o cultivo das células Sf9
(Mendonga et al.,1999). As variaveis independentes, as variaveis respostas e seus

niveis de variagao encontram-se na Tabela 5.2.

Foram selecionados os ensaios nos quais a concentracdo de células na
fase estacionaria foi pelo menos 4 vezes maior que a do ensaio controle, ensaios
3, 4, 8, 11, 12, 15 e 16. Estas formulacbes de meio de cultivo possuiam o
suplemento extrato de levedura na concentracédo de 8g/L. Observou-se que, nesta
concentracdo, este aditivo pode contribuir para o aumento da densidade celular,

além de suprir possivelmente as necessidades protéicas das células Sf9.

Ressalta-se que todos os dados das variaveis resposta avaliadas,
concentracao de células viaveis na fase média exponencial e na fase estacionaria,
foram obtidos através de curvas suavizadas do crescimento celular versus o

tempo de cultivo.

Optou-se em obter as variaveis resposta na fase média de crescimento
exponencial ja que esta fase mostrou-se como a mais adequada para o periodo de

infeccdo celular para moderada multiplicidade de infeccdo (Power et al., 1994).
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Tabela 5.2: Tabela dos niveis decodificados das variaveis no planejamento fatorial
fracionario 2°'e as variaveis resposta obtidas. Concentragdo do indculo: 2,5x10°

células viaveis/mL.

Variaveis independentes Varidveis resposta
Ensaio | Gli | Ext.de | PF68 | SFB | CPSL Xme! | Viabme? | Xus®
(g/L) ('-5‘() (%miv) | (%VIv) | (%mhv) | (x1 o_5cé|. (%) (x1 o_5cé|.
viaveis/mL) viaveis/mL)
1 1,8 0 0 1 5 9,6 99 20,3
2 2,7 0 0 1 0 3,1 76 2,1
3** 1,8 8 0 1 0 15,4 90 40,4
4+ | 2,7 8 0 1 5 10 93 44 1
5 1,8 0 0,2 1 0 2,5 84 3,3
6 2,7 0 0,2 1 5 7,7 95 20,7
7 1,8 8 0,2 1 5 10,1 91 35,4
8** 2,7 8 0,2 1 0 8,5 96 39,6
9 1,8 0 0 3 0 4,1 99 5,0
10 2,7 0 0 3 5 9,4 98 19,2
11** 11,8 8 0 3 5 16,9 99 41,8
12%* | 2,7 8 0 3 0 13,6 92 36,5
13 1,8 0 0,2 3 5 9,8 98 23,2
14 2,7 0 0,2 3 0 5,6 86 6,4
15** | 1,8 8 0,2 3 0 8,7 87 36,6
16** | 2,7 8 0,2 3 5 15,8 98 47,0
C* 0,7 - - 10 - 4,0 80 9,0

Concentracdo de células na

fase média exponencial. ®Viabilidade na fase média

exponencial;.(3)Concentragéo de células viaveis na fase estacionaria; *Ensaio controle em

meio Grace + 10% de SFB.** Ensaios selecionados.
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Observou-se na Tabela 5.2 a possibilidade de redugédo do SFB de 10% para
1% em volume no meio de cultivo ao adicionar-se 5% m/v de CPSL, como
mostrado nas formulag¢des dos ensaios 1, 4, 6 e 7. A analise estatistica dos dados
obtidos foi efetuada e para efeito comparativo, os contrates principais das
variaveis independentes sobre as variaveis respostas de interesse podem ser

simultaneamente visualizados através da Figura 5.3.

30

Oconc. cél. viaveis na fase estacionaria (x1 E5 células/mL)

25
Oviabilidade na fase média exponencial (%)

20 M conc. cél. vidveis na fase média exponencial (x1 E5 cél./mL)

-
o
!

Contrates Principais
>

. N
0 — IJ

Glicose Extrato de PF68 SFB CPSL
levedura

Figura 5.3: Contrates principais das variaveis independentes sobre a
concentracao de células na fase média exponencial (Xne), Na fase estacionaria
(Xvs) € a viabilidade celular na fase média exponencial (Vme) com a realizagao

do planejamento fatorial fracionario do tipo 2°" descrito na Tabelas 5.2.

As variaveis que apresentaram maiores efeitos positivos sobre a
concentragéo de células na fase estacionaria, a concentragao e viabilidade celular
na fase média exponencial foram o extrato de levedura e o concentrado protéico
de soro de leite. Observando-se os efeitos da concentracdo de concentrado
protéico de soro de leite, verificou-se que a viabilidade de células Sf9 na fase
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meédia exponencial aumenta com o acréscimo deste suplemento ao meio de
cultivo. O extrato de levedura mostrou-se como eficaz promotor do crescimento
celular. Em razdo do bom desempenho dos suplementos extrato de levedura e
CPSL com relacdo as variaveis resposta estudadas neste planejamento
fracionario preliminar, foram ampliadas suas concentracées em estudo realizados
em experimentos posteriores. Através dos resultados apresentados na Figura 5.3,
observou-se também que a glicose ndo apresentou efeito significativo sobre as
variaveis resposta em analise, embora a glicose seja um nutriente essencial ao

crescimento celular para células de insetos (Mendonca et al., 1999).

Drews et al. (1995) realizaram ensaios em condi¢gdes similares aos
avaliados neste estudo com meios de cultivo contendo até 10g/L de glicose. Em
razao da nao observagcao de repressao catabdlica por este aditivo nos ensaios
realizados no nivel superior desta variavel, a concentragdo de glicose sera fixada
em 2,7g/L nos ensaios subsequentes. A adicdo de Pluronic F68 ao meio de cultivo
celular proporcionou redugao discreta na concentragdo de células viaveis na fase
média exponencial. Em se tratando de um composto protetor contra o
cisalhamento recomendavel no cultivo das células em biorreatores, sua
concentragdo sera reduzida para 0,1% nos ensaios posteriores, minimizando

custos e visando a reducao de eventuais efeitos inibitorios.

5.2.1. Andlise Comparativa dos Parametros Cinéticos Resultantes dos
Ensaios do Planejamento Preliminar 2°" e o Ensaio Controle em Meio Grace
com 10 % SFB

Embora os dados obtidos no planejamento fracionario tenham indicado
excelente potencial de utilizacdo dos suplementos para estimular o crescimento
celular, € recomendavel a comparacdo direta do desempenho das células ao
comumente verificado no cultivo em meio de Grace tradicional contendo 10% de
soro fetal bovino. A Tabela 5.3 mostra os resultados obtidos nesta comparagao em

relacdo aos parametros cinéticos de crescimento para as células Sf9.
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Tabela 5.3: Comparacado entre os parametros cinéticos das células Sf9 em
suspens3o obtidos no planejamento fatorial fracionario 2°'e o ensaio controle em

meio Grace contendo 10% SFB.

Ensaios | pmad"(h") | twe® (d) | t® (h) | ¥ (d) | Viabilidade em ts(%)
1 0,0223 1 31 4 98
2 0,0064 1 107 3 80
3 0,0141 <1 49 8 92
4 0,0223 2 31 8 99
5 0,0069 2 100 7 76
6 0,0223 2 31 6 97
7 0,0247 3 28 8 97
g** 0,0223 2 31 8 96
9 0,0223 2 31 7 53
10 0,0231 2 30 7 98
1% 0,0165 2 42 8 98
12%* 0,0161 2 43 9 94
13 0,0187 1 37 6 99
14 0,0161 2 43 6 66
15%* 0,0187 1 37 7 98
16** 0,0239 3 29 8 98
c* 0,0266 <1 26 5 84

MTaxa maxima de crescimento especifico; ®Tempo de duracdo da fase lag de
crescimento celular; ®:Tempo de duplicacdo celular; “Tempo para se atingir fase

estacionaria; *Ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB.** Ensaios selecionados.

Observa-se também na Tabela 5.3 que a variavel mais afetada pelo
suplemento soro fetal bovino foi a viabilidade celular na fase média exponencial, o

que ja era esperado, devido a fungdo protetora do soro na membrana celular.
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Entretanto, o SFB pouco contribuiu no aumento da concentragao celular. Em vista
disto, foram realizados estudos para a reducédo da faixa de concentracdo deste
suplemento no meio, visando a redugao dos custos de producdo e manutencao

celular.

A andlise destes dados indica, conforme também observado na Figura 5.3,
que se pode efetivamente alcancar resultados de elevagcao da taxa especifica
maxima de crescimento celular e da acumulacédo de células com alta viabilidade
pela substituicdo parcial do soro fetal bovino no meio Grace pelos suplementos
estudados. Diversas formulacdes de meios de cultura, como os dos ensaios 4 e

16, conduziram a resultados globalmente melhores que o meio controle.

As taxas de crescimento especifico variaram de 0,0064 a 0,0266h™,

enquanto o tempo para se atingir a fase estacionaria variou de 3 a 9 dias.

No tocante a duragdo da fase /lag de crescimento celular observou-se um

periodo médio de 2 dias.

Verificou-se que nos ensaios controle e no ensaio 3 o tempo de duragao da
fase lag de crescimento foi inferior a 24 horas, possivelmente em raz&o da rapida

adaptacao das células Sf9 a estas composi¢cdes de meio de cultivo.

Os ensaios 2 e 5, nos quais as concentracdes de extrato de levedura e de
CPSL eram nulas e a concentragcdo de SFB era de apenas 1%, apresentaram
longo tempo de duplicacéo celular, ndo resultando em crescimento satisfatério,

possivelmente pela auséncia de nutrientes essenciais ao metabolismo das células.

Com relacao a viabilidade celular no inicio da fase estacionaria, observou-

se variagdes de 53 a 99%.

Durante a fase de adaptacédo celular (lag) foram observadas alteragdes
morfolégicas acentuadas, como granulagdes e aumento do didametro das células
Sf9, nos ensaios que continham CPSL, sugerindo um estresse celular referente a
possiveis alteragbes na osmolalidade do meio de cultivo que pode ter atingido

valores superiores a 300 mOsm/Kg, valor este aceitavel para a maioria das células
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(Freshney, 1994). Tal efeito sera mais profundamente abordado em itens

posteriores.

5.2.2. Anadlise do Consumo de Glicose, Glutamina e da Formagao de Lactato

nos Ensaios do Planejamento Fracionario 2°"

Os principais indicadores de metabolismo celular sdo a glicose, a glutamina
e 0 amoénio e o lactado. Assim, o consumo de glicose e de glutamina, a formagao
de lactato, a concentracédo e viabilidade celular, foram monitoradas nos ensaios
que resultaram em concentracao celular final pelo menos quatro vezes superior a
obtida no ensaio controle, ensaios 3, 4, 8, 11, 12, 15 e 16, descritos nas Tabelas

5.2 e 5.3. Os resultados obtidos sdo mostrados nas Figuras 5.4 a 5.10.

O lactato ndo mostrou-se inibidor do crescimento das células Sf9, sendo
consumido durante parte do tempo de cultivo celular, conforme mostrado nas
Figuras 5.4 a 5.10. Estudos realizados por Palomares e Ramirez (1996), citados
por Mendonga et al. (1999), mostraram que este metabdlito ndo apresenta efeitos

inibitérios para uma concentracéo de até 0,3g/L no meio de cultura.

No entanto, o presente estudo mostrou que esta linhagem celular pode
atingir cerca de 7x10° células/mL quando mantida em meio livre de soro (Sf900ll),
estando o lactato presente neste meio em uma concentracao de até 1,4g/L, como

indicado no Apéndice A.

O metabdlito ambnio n&o foi monitorado no planejamento fracionario, ja que
segundo analise da literatura pertinente, as células de insetos produzem este

composto em quantidades reduzidas (lkonomou et al., 2003).
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Figura 5.4: Parametros cinéticos para o ensaio 3 (1,8g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 1% SFB). A: Monitoramento da concentragdo e viabilidade

celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formacéo de lactato.
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Figura 5.7: Parametros cinéticos para o ensaio 11 (1,8g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 3% de SFB e 5% de CPSL). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura 5.8: Parametros cinéticos para o ensaio 12 (2,7g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 3% de SFB). A: Monitoramento da concentragéo e viabilidade

celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formacéo de lactato.
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Figura 5.9: Parametros cinéticos para o ensaio 15 (1,8g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 0,2% de PF68; 3% de SFB). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura 5.10: Parametros cinéticos para o ensaio 16 (2,7g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 0,2% de PF68; 3% de SFB e 5% de CPSL). A: Monitoramento

da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacao de lactato.
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A viabilidade celular, nos ensaios 4, 8, 11, 12 e 16 manteve-se entre 80% e
100% ao longo de todo o cultivo. No ensaio 3 a viabilidade chegou a reduzir-se
para cerca de 70%, possivelmente pela escassez de nutrientes. No ensaio 15 a
viabilidade foi drasticamente reduzida para cerca de 40% apos 8 dias de cultivo.
Neste periodo do cultivo, a concentragao de glicose e de glutamina encontravam-
se abaixo de 0,5¢g/L. A escassez destes nutrientes reduziu a fase estacionaria,

antecipando a morte celular, conforme é mostrado na Figura 5.9.

O ensaio que resultou na maxima concentragcdo celular dentre todos os
efetuados foi o ensaio 4, no qual obteve-se um crescimento cinco vezes maior que
o do ensaio controle (9x10° células viaveis/mL), mantendo a viabilidade celular
entre 90 e 100%. Entretanto, sabendo que a infeccdo por baculovirus deve ser
realizada durante a fase média de crescimento exponencial (Wang et al., 1993a),
o0 ensaio 4 disponibilizaria somente 2 dias para que este procedimento fosse
realizado. Em vista disso, o ensaio 16 poderia ser selecionado como o de melhor
desempenho, apresentando quatro vezes e meia a densidade celular maxima em
relagdo ao ensaio controle, e viabilidade mantida entre 90 e 100% durante os 11
dias de cultivo, além do fato de proporcionar cerca de 3 dias para infecgao celular,

intervalo de tempo superior ao observado no ensaio 4.

Observa-se também nas Figuras 5.4 a 5.10 que os ensaios 3, 4, 8, 11, 12,
15, 16, apresentaram comportamentos similares quanto ao consumo de glicose e
a evolugao de lactato. Em geral, os ensaios realizados no planejamento fracionario
apresentaram durante os primeiros 4 dias a formacado acentuada de lactato. A
partir de entdo, o lactato passou a ser consumido simultaneamente em relacéo a
glicose, que sofre deplecédo ao longo de todo o cultivo. Transcorridos 10 dias de
cultivo, o lactato volta a ser produzido. Estes dados indicam que, aparentemente,
quando a concentragdo de glicose atinge cerca de 0,5g/L no meio de cultura,
possivelmente outra fonte de carbono passa a ser consumida, ja que o lactato tem
sua producdo reiniciada. Este comportamento também foi observado por
Mendoncga et al. (1999), na investigagao de nutrientes essenciais ao crescimento
das células Sf9. Estes autores observaram que quando a concentragao de glicose

torna-se limitante no meio, a frutose passa a ser consumida. E que, quando a
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frutose atinge concentracao inferior a 0,02g/L, o lactato que vinha sendo produzido
passa a ser, entdo, consumido. Os autores observaram também que as células
Sf9 em meios de cultura com fontes de carbono alternativas (frutose e lactato),
alcancavam valores 25% menores de taxa maxima de crescimento especifico que
em meios de cultura com glicose disponivel. Desempenho semelhante foi também
observado por Drews et al. (2000), através de estudos exploratérios sobre rotas
metabolicas para Sf9 nas mesmas condigbes experimentais que as empregadas
neste estudo, ou seja, células Sf9 cultivadas em suspensao, em frascos agitados,
mantidas a 28°C e 100 rpm. Com base nestes dados pode-se concluir que a
suplementacao de glicose no meio poderia prolongar o tempo de cultura, uma vez
que em varios ensaios a viabilidade celular continuava elevada apesar da pouca

disponibilidade de glicose.

Segundo estudos realizados por Mendonga et al. (1999) a glicose mostrou-
se como o principal carboidrato consumido para a formagdo do esqueleto
carbbnico e para suprimento energético. As Figuras 5.11 e 5.12 mostram os
resultados obtidos correspondentes aos consumos especificos de glicose e
glutamina na fase de crescimento exponencial para os ensaios do Planejamento

Fracionario 2°,

7,0E-08

6,0E-08 - Hq (gramas de glicose/células*hora)

5,0E-08 -

4,0E-08 -

3,0E-08 -

2,0E-08 -

q (gramas de glicose/células*hora)

1,0E-08 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 C(1)

Figura 5.11: Consumo especifico de glicose nos ensaios do planejamento
fracionario 2°. C(1): Ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB.
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Figura 5.12: Consumo especifico de glutamina nos ensaios do planejamento

fracionario 2°. C(1): Ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB.

Observou-se na Figura 5.11 que os ensaios 12, 14, e 15 apresentaram
elevadas taxas de consumo especifico de glicose quando comparados ao ensaio
controle, revelando o consumo preferencial deste nutriente para a formagao do
esqueleto carbbnico celular. Esta figura mostra também que, dentre os ensaios
selecionados, o consumo de glicose € menor quando a concentragao de SFB esta
acima de 3% em volume, com excegao do ensaio 15. Em vista dos dados obtidos,
pode-se concluir que a possibilidade do emprego de concentragdes de glicose em
torno de 2g/L mostra-se factivel desde que outros nutrientes n&o especificos
sejam adicionados no meio de cultivo através de complexos protéicos ou extratos

celulares.

A Figura 5.12 mostra que, em geral, a glutamina foi pouco consumida pelas
células Sf9. No entanto, em apenas trés dos ensaios do planejamento fracionario
2°" (ensaios 2, 6 e 7), este aminoacido foi menos consumido que no ensaio
controle. Através destes resultados pode-se concluir que a introdugcdo de

suplementos (extrato de levedura, CPSL, PF68, glicose e SFB) no meio de cultivo
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Grace nas faixas de concentracbes estudadas proporcionaram a reducao do
consumo deste aminoacido, induzindo possivelmente o consumo de outro

aminoacido que néo foi monitorado.

5.3. Otimizagdao da Composi¢ao do Meio de Cultura através de Planejamento

Fatorial Completo

A influéncia das variaveis concentracao de extrato de levedura, CPSL e de
SFB sobre a concentracdo final de células viaveis na fase estacionaria, a
concentracio de células viaveis na fase média exponencial e a viabilidade na fase
média exponencial foi estudada através de um planejamento fatorial completo do
tipo 2° com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais. O planejamento com pontos axiais
foi realizado para que a faixa de estudo fosse ampliada e um modelo quadratico
pudesse ser considerado. As variaveis e seus niveis estdo apresentados na
Tabela 5.4. Com o intuito de avaliar sistematicamente possiveis alteracdes
metabodlicas observadas nas células Sf9 referentes a proliferagao celular foram
realizados dois planejamentos fatoriais 2% expandidos, empregando-se as mesmas
composi¢cdes de meios de cultivos, no entanto, com indculo celular oriundo do

meio Grace acrescido de 10% em volume de SFB e do meio livre de soro Sf900ll.

Tabela 5.4: Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2% com
3 pontos centrais e 6 pontos axiais e indculo proveniente do meio Grace contendo
10% de SFB.

o Nivel
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Extrato de levedura (g/L) 2,6 4 6 8 9,4
CPSL (%m/v) 2,3 3 4 5 5,7
SFB (% v/v) 0,3 1 2 3 3,4
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A Tabela 5.5 mostra o planejamento fatorial completo e os resultados
obtidos com sua utilizagdo empregando-se inéculo celular proveniente do meio
Grace acrescido de 10% de SFB. Analisando-se os resultados, verificou-se que
nao ocorreu uma variagdo tdo grande quanto a observada anteriormente na
concentracdo de células finais viaveis na fase estacionaria, que ficou entre 0 e
25,8x10° células/mL. Observa-se que a concentracdo de células vidveis na fase
média exponencial esteve entre 0 e 12,8x10° células/mL, assim como a viabilidade
na fase média exponencial esteve entre 0 e 99%. A concentracdo de células
viaveis por mililitro para os ensaios do ponto central correspondeu a 3,2+0,5
células viaveis/mL. O desvio padrao calculado referente a X,s foi de 0,50 células
viaveis/mL, indicando um desvio em torno da média de até 18% para a replicata
17. Em média a X foi de 2,13+0,32 células viaveis/mL, em vista disso, o erro
calculado para a mesma replicata em fungao das células viaveis na fase média
exponencial foi de 17%. Os valores obtidos para viabilidade celular na fase média
exponencial foi cerca de 78,3+17% contribuindo com um erro de até 22% para
replicata 17. Considerando-se que o erro atribuido a contagem celular é de em

média 30%, os intervalos de confianga mostraram-se aceitaveis.

5.3.1. Analise dos Efeitos das Concentragées de Extrato de Levedura, CPSL
e do SFB sobre a Concentragcdao Final de Células Viaveis na Fase

Estacionaria (Xys), com Inéculo Proveniente do Meio de Grace + 10% de SFB

Os efeitos das variaveis extrato de levedura, CPSL e SFB sobre a
concentracgao final de células viaveis na fase estacionaria (X,s) sdo mostrados na
Tabela 5.6. Constatou-se que a variagao da concentragao de extrato de levedura
de 2,6 para 9,4 g/L e da concentracdgo de CPSL de 2,3 para 5,7 %ml/v
apresentaram efeitos significativos sobre a X,s. Incrementos na concentragcédo de
SFB ocasionaram um pequeno aumento de, em média, 5,4x10° células viaveis/mL
na Xys. A interacéo entre os fatores extrato de levedura e o SFB apresentou efeito
estatisticamente significativo a 90% de confianga, enquanto que, as demais
interagcbes nao apresentaram efeitos sinergéticos nas faixas de concentragéo
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testadas. A validade do modelo foi verificada pela analise de varidancia (ANOVA)

apresentada na Tabela 5.7.

Tabela 5.5: Planejamento fatorial completo 2% com 6 pontos axiais e 3 pontos
centrais, empregando-se indculo celular (2,5x10° células viaveis/mL) mantido em
meio Grace + 10% de SFB.

Variaveis independentes Variaveis resposta
(1) )
e |EXt-delev.| CPSL | SFB . fg%él (Xf“("; » Vine
(g/L) (om/v) | (%VIv) viéveis/mL) viéveis/mL) (%)
1 -1 -1 -1 16,4 5,8 87
2 +1 -1 -1 14,3 5,8 66
3 -1 +1 -1 0,0 0,0 0
4 +1 +1 -1 0,0 0,0 0
5 -1 -1 +1 24,2 10,4 94
6 +1 -1 +1 20,1 8,0 86
7 -1 +1 +1 7,4 3,5 87
8 +1 +1 +1 3,7 2,2 77
9 -1,68 0 0 15,6 5,8 86
10 +1,68 0 0 4,0 2,9 79
11 0 -1,68 0 25,8 12,2 99
12 0 +1,68 0 22,2 7,4 71
13 0 0 -1,68 0,0 0,0 0
14 0 0 +1,68 5,8 3,5 83
15 0 0 0 3,3 2,0 63
16 0 0 0 3,7 2,5 96
17 0 0 0 2,7 1,9 76
C(1) - - 10 9,6 6,4 92
C(2) - - - 60,0 11,0 82

C(1): Ensaio controle em meio Grace+10% de SFB; C(2): Ensaio controle em Sf900ll;
Concentragdo de células viaveis na fase estacionaria; ®Concentragao de células viaveis

na fase média exponencial; ® Viabilidade na fase média exponencial.
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Embora 85,3% da variagdo pode ser explicada pela regressao (15,7% da

proveniente do meio Grace + 10% de SFB.

variacdo € devido aos residuos), a analise de variancia mostrou que a razao

F calculado/ Ftabelado TOi de 2,9, mostrando que o modelo n&o é preditivo e significativo.

Tabela 5.6: Efeitos estatisticos calculados para a concentragao de células viaveis

na fase estacionaria (Xvs) para o planejamento fatorial completo 23. Inéculo

Efeitos Desvio
5 t(2
cgl(.}r(r)lL) Padrao @) P
Média* 3,37 0,29 11,61 0,0073
(1) Extrato de levedura (L)* -4,31 0,27 | -15,81 0,0039
Extrato de levedura (Q)* 3,74 0,30 12,47 0,0064
(2) CPSL (L)* -10,25 027 | -37,62 0,0007
CPSL (Q)* 13,81 0,30 45,98 0,0005
(3) SFB (L)* 5,04 0,27 18,52 0,0029
SFB (Q)* -1,15 0,30 -3,81 0,0624
1(L) x 2 (L) 0,62 0,35 1,75 0,2216
1 (L) x 3 (L)* 1,43 0,36 -4,00 0,0571
2 (L) x 3 (L) -0,62 0,36 1,75 0,2211

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianga.

proveniente do meio Grace + 10% de SFB.

Tabela 5.7: Analise de variancia (ANOVA) para a concentragédo de células viaveis

na fase estacionaria (Xvs) para o planejamento fatorial completo 2°. Inéculo

Fonte de Soma Graus de Média E
Variagao Quadratica | Liberdade | Quadratica caleulado
Regressao 1134,57 7 162,08 7,43
Residuos 196,29 9 21,81
Falta de Ajuste 195,79 7
Erro Puro 0,501 2
Total 1330,86 16

Fooo.7:0 = 2,51.

% variagdo explicada (R?) = 85,3%.
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5.3.2. Analise dos Efeitos das Concentragcoes de Extrato de Levedura, CPSL
e do SFB sobre a Concentracao Final de Células Viaveis na Fase Média

Exponencial (Xne), com Inéculo Proveniente do Meio de Grace + 10% de SFB

Considerou-se apropriado reduzir, nesta analise, o nivel de confianga de
95% para 90%, o que proporcionou o aumento do numero de efeitos
estatisticamente significativos. Os valores dos efeitos dos fatores independentes

estudados sobre X sdo apresentados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8: Efeitos obtidos para a concentragao de células viaveis na fase média
exponencial (Xme) para o planejamento fatorial completo 2°. Inéculo proveniente do
meio Grace + 10% de SFB.

Efeitos | pesvio
5 t(2
cgl(.}r?wL) Padrao @) P
Média* 2,17 0,21 10,44 0,009
(1) Extrato de levedura (L)* -1,25 0,16 -6,43 0,023
Extrato de levedura (Q)* 1,13 0,21 5,26 0,034
(2) CPSL (L)* -4,74 0,20 -24,30 0,001
CPSL (Q)* 4,99 0,22 23,22 0,002
(3) SFB (L)* 2,69 0,20 13,80 0,005
SFB (Q)* -0,71 0,22 -3,31 0,080
1(L)x2(L) 0,27 0,25 1,08 0,393
1(L)x3 (L) -0,92 0,25 -3,62 0,068
2(L)x3(L) -0,27 0,26 -1,08 0,394

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confiancga.

Como os termos de segunda ordem para todas as variaveis independentes
avaliadas (extrato de levedura, CPSL e SFB) apresentaram efeitos significativos
sobre Xme, Verificou-se a possibilidade da proposicdo de um modelo de segunda
ordem que descrevesse o0 crescimento de células Sf9 na fase média de

crescimento exponencial. A Tabela 5.9 apresenta os coeficientes de regressao
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para este modelo. Vale ressaltar, que mesmo sem a reducédo do intervalo de
confiangca de 95% para 90% de confianga, o modelo apresentava cinco
parametros significativos, o que pode proporcionar o ajuste da maioria dos dados

experimentais.

Tabela 5.9: Coeficientes de regressao para a concentragdo de Xne para o
planejamento completo 2° com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais. Indculo

mantido em meio Grace + 10% de SFB, ignorados os efeitos nao significativos.

Coeficientes de Desvio

Regressao Padrao
Média* 2,17 0,21
(1) Extrato de levedura (L)* -0,63 0,10
Extrato de levedura (Q)* 0,56 0,11
(2) CPSL (L)* -2,37 0,10
CPSL (Q)* 2,49 0,11
(3) SFB (L)* 1,34 0,10
SFB (Q)* -0,36 0,11
1(L)x3 (L) -0,46 0,13

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianga.

A Equacédo 6.1 relaciona Xne em funcdo das variaveis codificadas para um

nivel de confianga de 90%.

C

Xem

=217-063-C,

Extlev

+0,56- Ctzfxt./ev = 2,37 Copsy +2,49. CéPSL +1,35. Copg - 0’35C§FB -0, 46(CExt.Lev ) CSFB)

(Equacéo 5.1)

A validade deste modelo foi verificada pela Analise de Variancia (ANOVA)

apresentada na Tabela 5.10.

Comparando-se os valores de Fcaculado € Fiabelado, pOde-se verificar se o

modelo proposto € estatisticamente significativo e preditivo. Para isso, o valor de
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Fcalculado deve ser no minimo de quatro vezes maior que o valor de Fiapeladgo (Barros
Neto e col., 1995).

Pela analise de variancia verificou-se que 0 Fcaicuado € 7 VE€ZES maior que o
Fiabelado (igual a 2,51), o que mostra que o modelo de segunda ordem obtido para a
Xme Na faixa estudada é preditivo e estatisticamente significativo. Além disso,
observa-se que 93% da variagao é descrita pela regressao, ficando apenas 7%

com os residuos.

Tabela 5.10: A analise de varidancia (ANOVA) para a concentracdo de células
viaveis na fase média exponencial (Xne) para o planejamento fatorial completo 28,

Inéculo mantido em Grace + 10% de SFB, ignorados os efeitos nao significativos.

Fonte de Soma Graus de Média .
Variagao Quadrética | Liberdade | Quadratica | “'*°*
Regressao 193,4 7 27,63 17,58
Residuos 14,14 9 1,57
Falta de Ajuste 13,88 7
Erro Puro 0,26 2
Total 207,54 16

Foo0.7:0 = 2,51.

% variagéo explicada (R?) = 93%.

A partir do modelo, foram construidas as superficies de resposta de Xme em
funcdo da concentragcdo de extrato de levedura e CPSL, mantida constante a
concentragdo de o SFB (Figura 5.13), assim como a superficie de resposta em
funcdo da concentragdo de extrato de levedura e SFB, mantendo-se constante a
concentragcdo de CPSL (Figura 5.14) e de Xne em fungdo de CPSL e SFB,
mantendo-se constante a concentracdo de extrato de levedura (Figura 5.15).
Verifica-se nas Figuras 5.13 e 5.15, respectivamente, que a diminuigdo da
percentagem de CPSL e o aumento percentual de SFB, para qualquer
concentracdo de extrato de levedura, proporcionaram o aumento de Xme. Nao
obstante, a interacdo sinergética entre estes dois fatores contribuiu negativamente

no crescimento das células nesta fase.
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Figura 5.13: Superficie de resposta para Xm obtida com o planejamento fatorial
completo 2°, a partir de inéculo proveniente do meio Grace acrescido de 10% de
SFB, em func¢do da concentragao de extrato de levedura e de CPSL.
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Figura 5.14: Superficie de resposta para Xme obtida com o planejamento fatorial

completo 2%, a partir de inéculo proveniente do meio Grace acrescido de 10% de
SFB, em funcdo da concentracio de extrato de levedura e de SFB.
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Figura 5.15: Superficie de resposta para Xnye obtida com o planejamento fatorial

completo 2° a partir de indculo proveniente do meio Grace acrescido de 10% de
SFB, em funcdo da concentracdo de CPSL e de SFB.

Na Tabela 5.11 observam-se os desvios dos valores de Xme preditos pelo
modelo em relag&o aos valores experimentais.
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Tabela 5.11: Valores experimentais e preditos pelo modelo para Xqge para o
planejamento completo 2° com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais e inéculo
mantido em Grace +10% de SFB. Efeitos das concentragdes de extrato de
levedura, CPSL e SFB estudados nas faixas de 2,6 a 9,49/L.%, 2,3 a 5,7%m/v e 0,3 a

3,4%Vlv, respectivamente.

Ensaio | Xme €xperimental | Xqne predita | Desvio (%)
1 5,8 6,1 4,5
2 5,8 5,7 1,4
3 0,0 1,3 -
4 0,0 1,0 -
5 10,4 9,7 6,9
6 8,0 7,5 6,3
7 3,5 4,9 41,1
8 2,2 2,8 25,5
9 5,8 4,8 17,1
10 2,9 2,7 7,2
11 12,2 13,2 8,0
12 7,4 5,2 29,5
13 0,0 -1,1 -
14 3,5 3,5 1,4
15 2,0 2,2 8,5
16 2,5 2,2 13,2
17 1,9 2,2 14,2

Embora o modelo tenha se mostrado significativo os desvios entre os
valores preditos e os valores experimentais atingiram até 41%, conforme é
mostrado na Tabela 5.11. Isto pode estar relacionado ao fato de que nem sempre
uma regressao dada como significativa pelo teste F é considerada util na
realizagcao de previsdes. Ao invés da relagdo Fcaiculado € Ftabelado S€r considerada
suficiente ao assumir o valor quatro, na pratica podemos considerar uma

regressao como util quando esta relagdo assumir pelo menos valor dez.
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5.3.3. Analise dos Efeitos das Concentragcoes de Extrato de Levedura, CPSL
e SFB sobre a Viabilidade das Células Sf9 na Fase Média de Crescimento

exponencial (Vie), com Inéculo Proveniente do Meio de Grace + 10% de SFB

A analise estatistica dos efeitos das concentragdes de extrato de levedura,
CPSL e SFB sob a viabilidade das células Sf9 na fase média exponencial sao
mostrados na Tabela 5.12. Observou-se um coeficiente de correlagdo do modelo
de 0,80%, no entanto, pode-se supor a existéncia de uma relagdo entre as
variaveis, ja que a razao entre Fcaculado © Ftabelado fOi de 6,13 como observado na
analise estatistica (ANOVA) na Tabela 5.14.

Tabela 5.12: Efeitos obtidos para a viabilidade das células na fase média
exponencial (Vme) para o planejamento fatorial completo 2°. Inéculo proveniente de
meio Grace + 10% de SFB.

Efeitos Desvio
< t(2) P

(%) Padrao
Média* 78,79 9,57 8,22 0,014
(1) Extrato de levedura (L) -7,44 9,00 -0,82 0,495
Extrato de levedura (Q) -0,169 9,92 -0,02 0,987
(2) CPSL (L)* -31,66 9,00 -3,51 0,072
CPSL (Q) 1,60 9,91 0,16 0,886
(3) SFB (L)* 48,43 9,00 5,38 0,033
SFB (Q)* -29,55 9,23 -3,20 0,085
1(L)x2(L) 4,75 11,75 0,40 0,725
1(L)x3(L) 0,75 11,75 0,06 0,954
2(L)x3(L) 34,25 11,75 2,19 0,100

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianga.

A Tabela 5.13 sumariza os coeficientes do modelo proposto na descricdo
de Ve em fungdo das variaveis extrato de levedura, CPSL e do SFB a 90% de

confianca.
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Tabela 5.13: Coeficientes de regressdao para a concentragdo de Vpe para o
planejamento completo 2° com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais. Inéculo

proveniente do meio Grace + 10% de SFB, ignorados os efeitos nao significativos.

Coeficientes Desvio

de Regressao | Padrao
Média* 79,50 5,47
(2) CPSL (L)* -15,83 4,50
(3) SFB (L)* 24,22 4,50
SFB (Q)* -14,77 4,61

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confiancga.

A Equacgéao 5.2 relaciona a Ve em fungao das variaveis codificadas para

um nivel de confianga de 90%.

Cyoy =79.50—1583-Cppy +24.22.Cyy—1477.C2,,  Equagdo 5.2

Vem

A validade deste modelo foi verificada pela Analise de Variancia (ANOVA)

apresentada na Tabela 5.14.

Tabela 5.14: A analise de variancia (ANOVA) para a viabilidade das células na
fase média exponencial (Vme) para o planejamento fatorial completo 2°. Inéculo

proveniente de meio Grace + 10% de SFB, ignorados os efeitos ndo significativos.

Fonte de Soma Graus de Média E
Variacao Quadratica | Liberdade | Quadratica caleulado
Regresséao 14256,2 3 4752,1 15,7
Residuos 3933,7 13 302,6

Falta de Ajuste 3380,8 11

Erro Puro 552,7 2

Total 18189,9 16

Fo,90;3:13 = 2,56.

% variagdo explicada (R?) = 80%.
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Através da analise de variancia verificou-se que 0 Fcacuiado € 6,13 vezes
maior que Fiapelado (igual a 2,56), o que mostra que o modelo de segunda ordem
obtido para a Vme na faixa estudada é preditivo e estatisticamente significativo.
Além disso, observa-se que 80% da variagdo é descrita pela regresséao, ficando

20% com os residuos.

A partir do modelo, foram construidas as superficies de resposta de Vi, em
funcdo da concentracdo de extrato de levedura e de CPSL, mantendo-se
constante a concentragdo de SFB (Figura 5.16), assim como em funcdo da
concentracdo de extrato de levedura e de SFB, mantendo-se constante a
concentracdo de CPSL (Figura 5.17) e Vme em fungdo das concentragcbes de
CPSL e de SFB, mantendo-se constante a concentracdo de extrato de levedura
(Figura 5.18).

Slo) SN
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Il 95,991
Il above

[T ] ] |

Figura 5.16: Superficie de resposta para Vme obtida com o planejamento fatorial
completo 2° a partir de indculo proveniente do meio Grace acrescido de 10% de

SFB, em funcdo da concentragdo de CPSL e de extrato de levedura.
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Figura 5.17: Superficie de resposta para Ve obtida com o planejamento fatorial
completo 2° a partir de indculo proveniente do meio Grace acrescido de 10% de

SFB, em funcao da concentracido de SFB e de extrato de levedura.
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Figura 5.18: Superficie de resposta para Ve obtida com o planejamento fatorial
completo 2° a partir de indculo proveniente do meio Grace acrescido de 10% de
SFB, em funcao da concentracdo de SFB e de CPSL.
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Verifica-se nas Figuras 5.16 e 5.18, respectivamente, que a reducédo do
percentual de CPSL e o aumento percentual de SFB a cerca de 3% em volume,
empregando-se de 0 a 8g/L, levam ao aumento da viabilidade das células na fase

meédia exponencial.

Na Tabela 5.15 sdo mostrados os desvios dos valores de Ve preditos pelo
modelo em relagdo aos valores experimentais. Os erros obtidos ficaram na faixa
de 0,60 a 35,2%.

Tabela 5.15: Valores experimentais e preditos pelo modelo para Ve para o
planejamento completo 2° com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais. Inéculo

proveniente do meio Grace + 10% de SFB.

Ensaio | Vme experimental | Ve predita | Desvio (%)
1 87 56 35,2
2 66 56 14,6
3 0 25 -

4 0 25 -

5 94 105 11,5
6 86 105 21,8
7 87 73 16,0
8 77 73 5,0
9 86 80 7,6
10 79 80 0,6
11 99 106 7,2
12 71 53 25,5
13 0 82 -

14 83 79 54
15 63 80 26,2
16 96 80 17,2
17 76 80 4,6
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Analise similar a realizada para a concentracéo de células viaveis na
fase média exponencial pode ser realizada para Ve No que se refere a predicao
do modelo proposto. Foram obtidos até 35% de desvio entre os dados previstos e
os dados experimentais. Em vista disso, podemos concluir que o0 modelo descreve
bem o fendbmeno estudado em uma determinada faixa, ou ainda, se aumentarmos
a rigorosidade da analise dos resultados concluiremos que temos uma regressao

pouco significativa.

5.3.4. Analise Comparativa entre os Parametros Cinéticos Obtidos para os
Ensaios do Planejamento 2° (Inéculo Proveniente do Meio de Grace + 10% de

SFB) e os Ensaios Controle em Meio Grace e Sf900ll

Observou-se em todos o0s ensaios realizados neste planejamento
alteragdes morfologicas acentuadas. Estas alteragbes caracterizavam-se pelo
aumento do didmetro da célula e a presenca de granulagdes no citoplasma.
Acredita-se que ao inocular uma cultura celular adaptada em meio Grace
(acrescido de 10% em volume de SFB) em formulagdes nas quais a concentragcéo
de CPSL variou de 2,3 a 5,7%, o estresse celular gerado possa ter ocasionado

morte celular, como mostrado na Tabela 5.16, para os ensaios 3, 4 e 13.

92



Resultados e Discussao

Tabela 5.16: Parametros cinéticos dos ensaios do planejamento 2° (Indculo
proveniente de meio Grace) e dos ensaios controle em meio Grace e em meio
Sf900lIl.

Ensaios | pmax " (h7") | tag® (d) | t® (h) | ¥ (d) | Viabilidade em ts (%)
1 0,0223 3 31 7 97
2 0,0216 3 32 7 94
3* - - - - -
4* - - - - ;
5 0,0216 2 32 7 97
6 0,0144 2 48 8 95
7 0,0182 3 38 7 93
8 0,0157 3 44 7 84
9 0,0266 4 26 7 96
10 0,0072 6 96 11 51
11 0,0128 1 54 8 99
12 0,0135 2 51 8 88
13* - - - - -
14 0,0203 4 34 7 91
15 0,0090 4 77 7 86
16 0,0100 4 70 7 96
17 0,0035 4 198 9 72
c(1) 0,0182 <1 38 4 92
C(2) 0,0301 2 23 6 82

) Taxa maxima especifica de crescimento celular; ¥ Duragao da fase /ag de crescimento;
®Tempo de duplicagdo celular; “Tempo para atingir a fae estacionaria; C(1): Ensaio
controle em meio Grace + 10% de SFB; C(2): Ensaio controle em Sf900Il.* Inibicdo do

crescimento celular.
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A Tabela 5.16 mostra que no planejamento 2° expandido em estrela cujos
fatores analisados consistiam em concentragdes entre 2,6 e 9,4g/L para o extrato
de levedura, 2,3 e 5,7% para o CPSL e 0,3 a 3% de SFB, a taxa de crescimento
especifico variou de 0,0035 a 0,0301 h™'. A fase lag de crescimento apresentou
variagao de 0 a 3 dias e o pardmetro tempo de duplicagdo variou entre 23 e 198
horas. Valores elevados no tempo de duplicacédo celular podem ter resultado da
nao adaptacdo das células a algumas formulagdes estudadas, ou ainda, da
escassez de nutrientes essenciais para o desenvolvimento celular. Em geral, os
ensaios atingiram a fase estacionaria com pelo menos 84% de viabilidade celular,
desconsiderando-se 0s ensaios que nao evoluiram satisfatoriamente. Observa-se
claramente que o melhor desempenho celular ocorreu com o emprego do meio
sintético Sf900Il, quanto ao pmax, ao tq € ao ts. Entretanto a formulagcdo 9 mostrou-
se promissora em funcdo dos mesmos parametros de crescimento. O

comportamento cinético do ensaio 9 € mostrado no Apéndice A.

5.3.5. Anadlise da Cinética de Crescimento Celular para os Ensaios do
Planejamento 23> com 3 Pontos Centrais e 6 Axiais, a partir de Indéculo
Mantido em Meio Grace + 10% de SFB

O emprego de inéculo proveniente do meio Grace acrescido de 10% em volume
de SFB comprometeu a analise dos ensaios realizados neste planejamento, ja
que, diversas das cinéticas de crescimento obtidas ndo foram satisfatérias. Em
vista disso, os dados cinéticos de crescimento e viabilidade celular, assim como, o
consumo de nutrientes como a glicose e a evolugdo do lactato sdo apenas

mostrados no Apéndice A.

A glicose, como ja extensamente discutido, €& o carboidrato
preferencialmente consumido pelas células Sf9. A Figura 5.19 mostra a taxa de
consumo deste nutriente nos ensaio do planejamento 2° com inéculo oriundo do
meio Grace acrescido de 10% de SFB, calculado para os dados da fase de

crescimento exponencial.
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7E-10
Hq (gramas de glicose/células*hora)
6E-10 -
5E-10
4E-10 -

3E-10 -

2E-10 -

q (gramas de glicose/células*hora)

1E-10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 C(1)C(2)

Figura 5.19: Consumo especifico de glicose nos ensaios do planejamento
fracionario 2° com inéculo oriundo do meio Grace acrescido de 10% de SFB. C(1):
ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB; C(2): ensaio controle em meio
SfO00ll.

Observa-se na Figura 5.19 que o maior consumo de glicose ocorreu no
ensaio 6. Os demais ensaios apresentaram consumos especificos deste
carboidrato proximos ao do ensaio controle em meio Grace com 10% de SFB. Os
ensaios 3, 4 e 13 nao apresentaram crescimento celular satisfatério, em vista disto

este nutriente nio foi consumido relevantemente.

A glutamina é o aminoacido consumido preferencialmente em situacédo de
escassez de glicose (lkonomou et al., 2003). A Figura 5.20 mostra o consumo

especifico deste nutriente durante a fase de crescimento exponencial.
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6E-10

Hq (gramas de glutamina/células*hora)
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4E-10 -

3E-10 A

2E-10 1

1E-10

q (gramas de glutaminal/células*hora)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 C(1)C(2)

Figura 5.20: Consumo especifico de glutamina nos ensaios do planejamento
fracionario 2° com inéculo oriundo do meio Grace acrescido de 10% de SFB. C(1):
ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB; C(2): ensaio controle em meio
SfO00ll.

Segundo a Figura 5.20, a glutamina foi consumida em maior escala no
ensaio 15 quando comparada aos outros ensaios do planejamento em estudo. Isto
pode ter ocorrido possivelmente por um desvio de metabolismo ou mesmo pela
ativacdo da rota de consumo de glutamina, jA que em condigcbes de baixa
concentracao de glicose no meio, o consumo deste aminoacido € intensificado
(Ohman et al., 1995). Assim como observado para a glicose, os demais ensaios
apresentaram comportamento similar ao ensaio controle em meio Grace com 10%
de SFB.

Uma vez que os resultados deste planejamento completo foram, em geral,
inferiores ao do planejamento fracionario realizado com in6culo preparado com
meio Sf900Il, foi realizado um novo planejamento completo, com indculo

preparado com meio sintético Sf900ll.
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5.4. Anadlise dos Efeitos das Concentragoes de Extrato de Levedura, CPSL e
do SFB sobre a Concentragao e Viabilidade das Células Sf9 no Planejamento

23, Inéculo Proveniente do Meio de Cultivo Livre de Soro Sf900ll.

Uma analise sistematica do comportamento do crescimento das células de
inseto da linhagem Sf9 foi realizada com relagdo aos aditivos do meio de cultivo
extrato de levedura, CPSL e SFB através de um planejamento 2% com 3 pontos
centrais e 6 pontos axiais, mas empregando indculo proveniente do meio livre de

soro Sf900Il. Os niveis avaliados estido descritos na Tabela 5.4.

5.4.1. Analise dos Efeitos das Concentragées de Extrato de Levedura, CPSL
e do SFB Sobre a Concentragdo Final de Células Viaveis na Fase

Estacionaria (X,s), com Inéculo Proveniente do Meio Sf900ll

A Tabela 5.17 mostra o planejamento fatorial completo e os resultados
obtidos a partir da analise estatistica. Observou-se que a concentragao de células
finais viaveis ao atingir-se a fase estacionaria esteve entre 0 e 54,6x105

células/mL.

A concentracao de células viaveis na fase média exponencial esteve entre 0
e 13,8x10° células/mL, enquanto que a viabilidade na fase média exponencial

esteve entre 0 e 94%.
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Tabela 5.17: Planejamento fatorial completo 2° com 6 pontos axiais e 3 pontos

centrais. Indculo oriundo do meio livre de soro Sf900Il.

Variaveis independentes Variaveis resposta
XM X @
| Ext.delev.| CPSL SFB iy " Vine®

Ensaio (x 10°cél. (x 10°cél.
(o) Cemiv) | (eviv) Viaveis/mL) | viaveis/mL) (%)
1 -1 -1 -1 35,2 12,9 91
2 +1 -1 -1 34,2 10,1 88
3 -1 +1 -1 37,5 10,1 91
4 +1 +1 -1 0,0 0,0 0
5 -1 -1 +1 31,1 13,4 92
6 +1 -1 +1 25,0 8,5 78
7 -1 +1 +1 27,5 9,8 85
8 +1 +1 +1 20,1 9,7 82
9* -1,68 0 0 37,5 19,5 92
10 +1,68 0 0 14,0 54 62
11* 0 -1,68 0 54,6 13,2 94
12 0 +1,68 0 22,4 8,7 82
13 0 0 -1,68 33,1 7,9 90
14 0 0 +1,68 34,2 13,8 93
15 0 0 0 29,2 9,8 86
16 0 0 0 20,1 8,0 84
17 0 0 0 25,0 9,5 88
C(1) - - 10 14,7 8,1 96
C(2) - - - 41,0 14,6 66

*Ensaios que obtiveram os melhores resultados quanto a crescimento e viabilidade
celular; C(1): Ensaio controle em meio Grace+10% de SFB; C(2): Ensaio controle em
Sf900Il. ("Concentragdo de células vidveis na fase estacionaria; “’Concentragcdo de

células viaveis na fase média exponencial; ® Viabilidade na fase média exponencial.

Os efeitos das variaveis extrato de levedura, CPSL e SFB sobre a
concentracgdo final de células viaveis na fase estacionaria (X,s) sdo mostrados na

Tabela 5.18. Verifica-se que a variacdo da concentragcdo de extrato de levedura,
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da concentracdo de CPSL e da concentracdo de SFB apresenta efeitos
significativos sobre a X,s a 90% de intervalo de confianga no termo linear do
aditivo extrato de levedura, no termo linear do CPSL e sob a interagcéo entre estes

dois fatores.

Tabela 5.18: Efeitos obtidos para a concentragcdo de células viaveis na fase
estacionaria (X,s) para o planejamento fatorial completo 2° com indculo celular
oriundo do meio Sfo00II.

Efeitos Desvio
5 t(2 P
cgl(.}r%L) Padrao @)
Média* 25,22 2,62 9,61 0,0106
(1) Extrato de levedura (L)* -13,41 2,47 -5,44 0,0322
Extrato de levedura (Q) -2,33 2,71 -0,86 0,4799
(2) CPSL (L)* -13,85 2,47 -10,31 0,0303
CPSL (Q) 6.69 2,71 2,46 0,1326
(3) SFB (L) -0,19 2,46 -0,08 0,9432
SFB (Q) 3,25 2,71 1,19 0,3531
1(L)x2 (L) -9,45 3,22 -2,93 0,0992
1(L)x3(L) 6,25 3,22 1,94 0,1918
2(L)x3(L) 5,85 3,22 1,81 0,2109

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confiancga.

Observou-se que ao se eliminar os efeitos nao significativos, o coeficiente
de regressao sofreu um decréscimo de 81,2% para 65,5%, aumentando assim a
contribuicdo dos residuos. Segundo analise da varidancia (ANOVA) mostrada na
Tabela 5.19 verificou-se que a razdo entre Fcacuiado/Ftabelado @Ssume o valor 3,2,

portanto o modelo proposto nao € preditivo ou significativo na descrigao de Xis.
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Tabela 5.19: Analise de variancia (ANOVA) para a concentragao de células viaveis
finais na fase estacionaria (X,s) para o planejamento fatorial completo 2% a partir

de indculo celular oriundo do meio Sf900ll.

Fonte de Soma Graus de Média .
Variagao Quadratica | Liberdade | Quadratica caloulado
Regresséo 1446,38 3 482,11 8,24
Residuos 760,62 13 58,5
Falta de Ajuste 719,14 11
Erro Puro 41,49 2
Total 2206,97 16

Fo.90:3,13 = 2,56.

% variagéo explicada (R?) = 65,5%.

5.4.2. Analise dos Efeitos das Concentragées de Extrato de Levedura, CPSL
e do SFB sobre a Concentragao Final de Células Viaveis na Fase Média

Exponencial (Xne), com Inéculo Proveniente do Meio Sf900Ii

Os efeitos dos fatores sobre Xmne estdo calculados na Tabela 5.20. De
acordo com estes resultados verifica-se que a 90% de confianga, somente os
fatores lineares das variaveis estudas e a interagcdo entre o concentrado e o SFB

mostraram-se significativas.
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Tabela 5.20: Efeitos obtidos para a concentragcao de células viaveis na fase média
exponencial (Xme) para o planejamento fatorial completo 2°. Inéculo celular

mantido em meio Sf900Il.

Efeitos Desvio
5 t(2 P
cé)l(.}r(r)lL) Padrao @)
Média* 9,25 0,55 16,64 0,004
(1) Extrato de levedura (L)* -6,09 0,52 -11,67 0,007
Extrato de levedura (Q) 1,36 0,57 2,38 0,14
(2) CPSL (L)* -3,35 0,52 -6,42 0,023
CPSL (Q) 0,30 0,57 0,53 0,647
(3) SFB (L) 2,67 0,52 5,11 0,036
SFB (Q) 0,23 0,57 0,41 0,721
1(L)x2(L) -0,63 0,68 -0,92 0,456
1(L)x3(L) 1,97 0,68 2,89 0,101
2 (L)x3 (L) 2,63 0,68 3,85 0,061

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianga.

Uma analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 5.21, foi
realizada para verificar se um modelo de primeira ordem poderia ser proposto para
descrever a concentragao de células viaveis na fase média exponencial (Xne), ja
que com a eliminagdo dos efeitos nao significativos, o R? passa de 81% para
75,5%.
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Tabela 5.21: A analise de varidancia (ANOVA) para a concentracdo de células
viaveis finais na fase média exponencial (Xyne) para o planejamento fatorial
completo 2°. Inéculo celular oriundo de Sf900ll, ignorados os fatores nao

significativos.

Fonte de Soma Graus de Média .
Variagao Quadratica | Liberdade | Quadratica | ©'*°%
Regresséo 203,14 4 50,79 9,28
Residuos 65,70 12 5,47
Falta de Ajuste 63,84 10
Erro Puro 1,86 2
Total 268,84 16

Fo.90.4;12 = 2,48.

% variagéo explicada (R?) = 75,5%.

A analise mostrou a que a razao Faiculado/Ftabelado @Ssumia o valor de 3,7,
sendo o percentual de variagao explicado pelo modelo de apenas 75,5% quando
os efeitos nao significativos a 90% de confianga sao ignorados. Pode-se concluir
com isso que o0 modelo proposto néo € adequado para predizer a concentracido de

células viaveis na fase média exponencial.

5.4.3. Analise dos Efeitos das Concentragcoes de Extrato de Levedura, CPSL
e do SFB sobre a Viabilidade das Células na Fase Média Exponencial (Vime),

com Inéculo Proveniente do Meio Sf900ll

Os efeitos das variaveis extrato de levedura, CPSL e SFB sobre a
viabilidade das células na fase média exponencial (Vme) sdo mostrados na Tabela
5.22. Verifica-se que a variagdo da concentracdo de extrato de levedura, da
concentragcdo de CPSL e da concentragdo de SFB n&o apresentou efeitos
significativos sobre a Ve @ 90% de intervalo de confianga nos termos quadraticos
do CPSL e do SFB.
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Tabela 5.22: Efeitos obtidos para a viabilidade das células na fase média
exponencial (Vme) para o planejamento fatorial completo 2°. Inéculo celular oriundo
do meio Sf900lIl.

Efeitos Desvio
) t(2) P

(%) Padrao
Média* 93,27 2,39 38,88 0,00066
(1) Extrato de levedura (L)* -23,66 2,25 -10,49 0,0089
Extrato de levedura (Q)* | -12,39 2,31 -5,36 0,0331
(2) CPSL (L)* -16,29 2,25 -7,22 0,0186
CPSL (Q)* -7,40 2,48 -2,98 0,0965
(3) SFB(L)* 10,56 2,25 4,68 0,0427
SFB (Q) -4,92 2,48 -1,98 0,1860
1(L)x2 (L) -19,25 2,94 -6,53 0,0226
1(L)x 3 (L) 19,25 2,94 6,53 0,0226
2 (L) x 3 (L) 21,25 2,94 7,21 0,0187

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confiancga.

O valor do efeito do fator quadratico da variavel independente SFB
estudado sob a Ve néo foi significativo dentro de 90% de confianga. Ignorando-se
o fator quadratico do SFB observou-se a reducao do coeficiente de correlagao
para 74%. Pela analise estatistica mostrada na Tabela 5.23, verifica-se que o
modelo proposto ndo é adequado para descrever a Ve, ja que 0 Feacuiado (3,59) €

apenas 1,4 vezes maior que 0 Figpelado-
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Tabela 5.23: Analise de variancia (ANOVA) para a viabilidade das células na fase
média exponencial (Vme) para o planejamento fatorial completo 2°. Inéculo celular

oriundo de Sf900ll, ignorados os fatores nao significativos.

Fonte de Soma Graus de Média c
Variagdo Quadratica | Liberdade | Quadratica | ~°°®
Regresséao 6078,89 7 868,4 3,59
Residuos 217217 9 2411

Falta de Ajuste 2137,50 7

Erro Puro 34,67 2

Total 8251,06 16

Fo0.7:0 = 2,51.

% variagéo explicada (R?) = 74%.

5.4.4. Analise Qualitativa dos Efeitos das Concentracoes de Extrato de
Levedura, CPSL e do SFB sobre a Concentragao de Células Viaveis na Fase
Estacionaria (X.s), a Concentracao de Células Viaveis na Fase Média

Exponencial (Xme) e a Viabilidade na Fase Média Exponencial (Vi)

A partir dos resultados obtidos para o planejamento fatorial 23 completo,
com inéculo proveniente do meio livre de soro Sf900, nao foi possivel realizar uma
analise quantitativa dos efeitos das variaveis independentes estudadas (extrato de
levedura, CPSL e SFB) sobre as variaveis resposta Xys, Xme € Vme. Em vista disso

efetuou-se uma analise qualitativa comparativa, mostrada na Figura 5.21.
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conc. células viaveis na fase estacionaria(x1E5 células/mL) *

conc. células viaveis na fase média exponencial(x1E5 células/mL)

viabilidade na fase média exponencial(%)
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Figura 5.21: Efeitos das variaveis independentes sobre a concentragcao de
células na fase média exponencial (Xye), na fase estacionaria (X.s) e a
viabilidade celular na fase média exponencial (Vme) com a realizagdo do
planejamento fatorial 2° com 3 pontos centrais e 6 axiais, com indculo

proveniente do meio Sf900II. * Efeitos significativos a 90% de confianga.

Observa-se na Figura 5.21 que um aumento da concentracdo dos
suplementos no meio de cultivo testados extrato de levedura e CPSL,
proporcionam uma redug¢ao da concentracédo e da viabilidade das células Sf9 em
geral. Isto indica que estas variaveis poderiam ter sua concentragdo reduzida em
ensaios futuros. Enquanto que, o aumento da concentracdo de SFB e a interacao
deste fator com o CPSL promovem o aumento da Xpe.

De forma geral, o estudo qualitativo dos suplementos extrato de levedura e
concentrado protéico do soro de leite bovino (CPSL) realizado no planejamento

fatorial completo 2° com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais indicou que a reducgéo
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de suas concentragcbes no meio de cultivo pode proporcionar o aumento da
concentracao de células viaveis.

Entretanto, incrementos na concentracdo de SFB podem promover o
aumento da viabilidade celular, ainda que seja possivel obter-se crescimento

celular satisfatorio empregando-se concentragdes reduzidas deste aditivo.

5.4.5. Analise da Cinética de Crescimento Celular para o Planejamento 2°
com 3 Pontos Centrais e 6 Pontos Axiais, a partir de Inéculo Obtido em Meio
Livre de Soro (Sf900ll)

A andlise comparativa direta dos ensaios do planejamento 2> com 3 pontos
centrais e 6 axiais foi realizada para os ensaios que obtiveram melhores

resultados quanto ao crescimento e viabilidade celular, ensaios 9 e 11.

As Figuras 5.22 e 5.23 mostram o crescimento e a viabilidade celular, o
consumo de glicose e glutamina e a evolugao de lactato durante 12 dias do cultivo

para os ensaios 9 e 11, respectivamente.
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Figura 5.22: Parametros cinéticos para o ensaio 9 (2,7g/L de glicose; 2,6g/L de
extrato de levedura; 0,1% de PF68; 4% de CPSL e 2% de SFB). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formagao de lactato.
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Figura 5.23: Parametros cinéticos para o ensaio 11 (2,7g/L de glicose; 6g/L de
extrato de levedura; 0,1% de PF68; 2,3% de CPSL e 2% de SFB). A:
Monitoramento da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose,

glutamina e formacgao de lactato.
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Nota-se através das Figuras 5.22 e 5.23 que a viabilidade nos ensaios 9 e
11 manteve-se entre 80 e 100% apds o 3 dia de cultivo, periodo que marca o final
da fase lag de crescimento e inicio da fase de crescimento exponencial. Nesta
fase de crescimento é imprescindivel que a cultura mantenha elevada viabilidade
para ser passivel de infeccdo por baculovirus. Ambos os ensaios atingiram
concentracdo celular superior a 30x10° células viaveis/mL, concentragdo
considerada plenamente satisfatoria quando comparada ao ensaio controle em
meio Grace acrescido de 10% de SFB (14,5x10° células viaveis/mL), realizado
simultaneamente aos demais ensaios deste planejamento e mostrado no
Apéndice A. Optou-se por nao realizar uma comparacao direta dos dados de
crescimento celular dos ensaios 9 e 11, em relagdo ao ensaio controle em meio
Sf900Il, ja que as células Sf9 no meio de composigdo definida (Sf900Il) nao
atingiram a concentracdo celular comumente obtida, entre 5 e 10x10° células
viaveis/mL. Este fato pode ter sido ocasionado por erro experimental na realizagao
do ensaio ou ainda pela contaminagao branda da cultura por leveduras ou agentes

de dificil detecgdo como micoplasmas.

O consumo de nutrientes foi similar nos ensaios 9 e 11, como mostrado nas
Figuras 5.22 e 5.23. A glicose foi consumida durante todo o tempo de cultivo. A
glutamina foi pouco consumida pelas células Sf9 nas formulacbes de meio de
cultivo testadas. O lactato é formado durante os 2 primeiros dias do cultivo. Este
metabdlito passa entdo a ser consumido simultaneamente a glicose até 8° dia,

quando sua produgao € reiniciada.

5.4.6. Analise Comparativa entre os Parametros Cinéticos Obtidos para os
Ensaios do Planejamento 2° (Inéculo Proveniente do Meio Sf900ll) e os

Ensaios Controle em Meio Grace e Sf900lIl

Com a finalidade de caracterizar adequadamente os ensaios realizados no

planejamento fracionario 2> com inénulo celular oriundo do meio livre de soro
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Sf900Il, foram calculados parametros cinéticos como a taxa maxima de

crescimento especifico (umax) € 0 tempo de duplicagéo celular, dentre outros.

A Tabela 5.24 mostra os parametros cinéticos obtidos para os ensaios
deste planejamento. Nao foi possivel obter os parédmetros cinéticos para a

formulagéo 4, ja que neste ensaio ocorreu a inibigdo do crescimento celular.

Tabela 5.24: Parametros cinéticos dos ensaios do planejamento 23, dos ensaios

controle em meio Grace e em meio Sf900ll. Indculo proveniente de meio Sf900II.

Ensaios | pmax (") | twg® (d) | t® (h) | t® (d) |Viabilidade em t (%)
1 0,0147 <1 47 7 91
2 0,0141 3 49 10 88
3 0,0198 3 35 8 91
4 - - - - -
5 0,0165 <1 42 6 92
6 0,0216 3 32 7 78
7 0,0182 3 38 7 85
8 0,0187 3 37 8 82
o~ 0,0150 <1 46 7 92
10 0,0141 4 49 10 62
11* 0,0154 <1 45 8 94
12 0,0154 3 45 8 82
13 0,0138 2 50 9 90
14 0,0138 1 50 8 93
15 0,0169 3 41 8 86
16 0,0141 3 49 8 84
17 0,0133 <1 52 7 88
Cc() 0,0231 1 30 4 90
C@2) 0,0198 1 35 8 86

C(1): Ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB; C(2): Ensaio controle em Sf900ll.
*Ensaios que apresentaram crescimento celular pelo menos 2,5 vezes maior que o ensaio
controle C(1). (" Taxa maxima especifica de crescimento celular; ® Duracéo da fase /ag

de crescimento; ®Tempo de duplicacdo celular; “Tempo para atingir a fase estacionaria.
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Ressalta-se que o ensaio controle em meio Sf900ll apresentou um desvio
do comportamento esperado, uma vez que o tempo de duplicagao foi de 41 horas.
Entretanto, verificou-se em experimentos anteriores que as células Sf9
apresentam um crescimento celular 6timo quando cultivadas neste meio. O fato
desta cultura ter apresentado resultados significativamente distintos dos
comumente verificados, embora nao elucidado, pode estar vinculado, por
exemplo, a uma contaminacdo por micoplasma. Ndo obstante, observou-se que
no ensaio controle em meio Sf900ll ocorre a producdo acentuada de lactato,
mostrada no Apéndice A. A Tabela 5.24 mostra que a taxa de crescimento
especifico variou entre 0,0133 e 0,0231 h™". Assim como o tempo de duplicagdo
variou de 30 a 52 horas. Nota-se através destes resultados que a adi¢cao de
suplementos como o CPSL ao meio Grace de cultivo proporciona incrementos no
tempo de duplicagdo celular. A fase lag de crescimento celular também sofreu
acréscimo, variando de inferior a 24 horas a 3 dias, sendo que no ensaio controle

em meio Grace com 10% de SFB este parametro € menor que 24 horas.

Notou-se que no planejamento 2° com inéculo proveniente de meio Grace e
no planejamento 2° com indculo proveniente do meio Sf900Il os ensaios 4
apresentaram inibicdo do crescimento celular. Estes ensaios possuiam em sua
formulagdo 8g/L de extrato de levedura, 5% de CPSL e 1% de SFB, além de 0,1%
de PF68 e 2,7g/L de glicose. Contudo, o planejamento fatorial fracionario
preliminar possui uma formulagdo equivalente, ensaio 4, que apresentou
crescimento celular satisfatério. A diferenca existente entre o ensaio 4 do
planejamento preliminar e os ensaios 4 dos planejamentos 2° foi a auséncia do
tensoativo Pluronic F68. Supde-se com isso que o PF68 possa ter atuado no
metabolismo das células, ndo apresentando somente a funcédo protetora da

membrana celular.

As Figuras 5.24 e a Figura 5.25 mostram, respectivamente os consumos
especificos de glicose e glutamina no planejamento 2° com inéculo proveniente do
meio Sf900II.
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Figura 5.24: Consumo especifico de glicose nos ensaios do planejamento

completo 2% com indculo oriundo do meio Sf900Il.

Observa-se na Figura 5.24 que o maior consumo de glicose ocorreu no
ensaio controle em meio Grace com 10% de SFB, seguido pelo ensaio 10. A
replicata do ponto central correspondente ao ensaio 15 mostrou diferenca no
consumo especifico de glicose em relagdo as demais replicatas, ensaios 16 e 17,
mostrando, como em outros pontos deste estudo, que a reprodutibilidade dos
ensaios nem sempre é efetivamente alcangada, o que justifica em face dos

multiplos fatores que podem afetar o desempenho celular.
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Figura 5.25: Consumo especifico de glutamina nos ensaios do planejamento

fracionario 2° com inéculo oriundo do meio Sfo00Il.

Similarmente aos demais experimentos, as células Sf9 mesmo em
formulagdes distintas de meio de cultivo consumiram glutamina em baixa escala.
O ensaio 10 consumiu simultaneamente glicose e este aminoacido durante o
crescimento exponencial em taxas superiores as verificadas nos outros ensaios,
inclusive aos ensaios controle. Entretanto, o decaimento deste aminoacido nas
cinéticas de consumo de nutrientes e evolugao de lactato apresenta queda pouco
acentuada, como mostrado no Apéndice A, para todos os ensaios deste

planejamento.

Observou-se durante a realizacdo dos planejamentos completos 2°, que o
emprego de inoculo celular proveniente do meio livre de soro (Sf9001l) minimizou
as alteragdes morfolégicas nas células Sf9, proporcionou maior crescimento e

manteve a viabilidade elevada por mais tempo.
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5.5. Analise dos Efeitos das Concentragcoes do Permeado Liofilizado e do
SFB sobre a Concentragio e Viabilidade das Células Sf9 no Planejamento 22,

com Inéculo Proveniente do Meio de Grace +10% de SFB

Com o objetivo de continuar a otimizagdo do meio de cultivo para células de
inseto da linhagem Sf9 foi realizado um planejamento fatorial completo 2% com 3
pontos centrais, buscando-se estudar sistematicamente a influéncia de proteinas
de menor massa molecular (<10 kDa) presentes no permeado do soro de leite
bovino liofilizado. A concentracdo de extrato de levedura, glicose e de Pluronic
F68 foram mantidas constante (8g/L, 2,7g/L e 0,1% respectivamente). As variaveis
estudadas foram concentracdo do permeado liofilizado e de SFB sobre a
concentracao final de células viaveis na fase estacionaria (X,s), a concentracéo de
células viaveis na fase média exponencial (Xme), @ viabilidade na fase média

exponencial (Vme) € seus niveis de variagao estdo apresentados na Tabela 5.25.

Com o intuito de avaliar as possiveis alteragdes metabdlicas observadas
nas células Sf9 referentes a proliferacdo celular, foram realizados dois
planejamentos fatoriais 2° completos com 3 pontos centrais, a partir de indculo
celular proveniente do meio Grace acrescido de 10% em volume de SFB e do

meio livre de soro Sf900ll.

Tabela 5.25: Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22 com

3 pontos centrais.

o Niveis
Variaveis
-1 0 +1
Permeado liofilizado (%m/v) 0 2,5 5
SFB (% v/iv) 1 2 3

Os niveis dos fatores mostrados na Tabela 5.25 foram escolhidos baseados

parcialmente nos resultados obtidos no planejamento fracionario 2%, no qual o
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derivado de leite CPSL apresentou a faixa de concentracado estudada entre 0 e

5%, embora o permeado liofilizado tenha caracteristicas muito distintas do CPSL.

5.5.1. Andlise dos Efeitos das Concentragcées do Permeado Liofilizado e do
SFB sobre a Concentracao Final de Células Viaveis na Fase Estacionaria

(Xvs), com Inéculo Proveniente do Meio de Grace +10% de SFB

A Tabela 5.26 mostra o planejamento fatorial completo 2% e os resultados
obtidos a partir da analise estatistica. Observou-se que a concentragao de células
finais viaveis na fase estacionaria esteve entre 0 e 34,1x10° células/mL. A
concentragdo de células viaveis na fase média exponencial esteve entre 0 e
13,4x10° células/mL, enquanto a viabilidade na fase média exponencial manteve-

se entre 0 e 96%.

Ao empregar-se proteinas de menor massa molecular presentes no
permeado liofilizado do leite bovino observou-se a inibicdo do crescimento celular
nos ensaios que apresentaram concentragdo deste aditivo em 5%m/v. O
acréscimo na concentragcao de SFB de 1 a 3 %vV/v e a interagédo entre os fatores
estudados n&o apresentaram efeitos significativos sobre a X,s. A percentagem de
permeado liofilizado apresentou efeito estatisticamente significativo a 95%, de
confianca proporcionando aumento da concentracgao final de células Sf9 viaveis na
fase estacionaria para as faixas de concentracao testadas. A validade do modelo

foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 5.28.
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Tabela 5.26: Planejamento fatorial completo 2> com 3 pontos centrais. Indculo

celular obtido do meio Grace +10% de SFB.

Variaveis independentes Variaveis resposta
oo | PETMeado liofilizado | SFB (ngf)zél (Xfr(n)z(jél V. O
(%miv) (%vIv) via’veis/mL) Viéveis/mL) (%)
1* -1 -1 33,1 13,4 95
2 +1 -1 0,0 0,0 0
3* -1 +1 34,1 11,2 96
4 +1 +1 0,0 0,0 0
5 0 0 6,4 3,5 90
6 0 0 6,9 3,6 91
7 0 0 6,2 3,4 86
Cc(1) - 10 10,4 9,1 88
C(2) - - 78,0 17,0 95

C(1): Ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB; C(2): Ensaio controle em meio livre
de soro (Sf900ll).*Ensaios de melhor desempenho quanto a concentracdo celular.
Concentracdo de células viaveis na fase estacionaria; Y’Concentracdo de células viaveis

na fase média exponencial; ® Viabilidade na fase média exponencial.

Através da analise estatistica realizada, mostrada na Tabela 5.27, pode-se
verificar que apenas a concentracdo do permeado liofilizado mostrou efeito

significativo sobre a concentracdo final de células viaveis na fase estacionaria
(Xvs)-
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Tabela 5.27: Efeitos obtidos para a concentragao final de células viaveis na fase
estacionaria (Xys) para o planejamento fatorial completo 22. Indculo proveniente do
meio Grace +10% de SFB.

Efeitoss Desvio {2) 0
(x10 ~
cél/mL) |Padrao
Média* 12,39 0,14 90,88 0,0001
(1) Permeado liofilizado* -33,60 0,36 -93,19 0,0001
(2) SFB 0,50 0,36 1,38 0,2998
(1) x (2) -0,50 0,36 1,38 0,2998

*fatores estatisticamente significativos a 95% de confianga.

Pela analise de variancia verificou-se que 0 Fcaicuiado € 4,6 vezes maior que
0 Fiabelado (igual a 6,61), 0 que mostra que o modelo de primeira ordem obtido para
a Xys na faixa estudada é preditivo e estatisticamente significativo. Além disso,
observa-se que 86% da variacao é descrita pela regresséao, restando apenas 14%

de contribuicdo dos residuos.

Tabela 5.28: Analise de variancia (ANOVA) para a concentragao de células viaveis
na fase média exponencial (X,s) para o planejamento fatorial completo 22. Indculo

proveniente do meio Grace + 10% de SFB, ignorados os efeitos nao significativos.

Fonte de Soma Graus de Média e
Variacdo Quadratica | Liberdade | Quadratica | “***
Regresséo 1128,96 1 1128,96 30,9
Residuos 182,629 5 36,53
Falta de Ajuste 182,369 3 60,79
Erro Puro 0,26 2 0,13
Total 1311,589 6 218,59

Fo,95,1;5 = 6,61.

% variagdo explicada (R?) = 86%.
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O termo de primeira ordem para a variavel independente permeado
liofilizado apresentou efeito significativo sobre X,s a 95% de confianca
possibilitando a proposicdo de um modelo de primeira ordem que descrevesse 0
crescimento de células viaveis Sf9 na fase estacionaria. A Tabela 5.29 apresenta

os coeficientes de regressao para este modelo.

Tabela 5.29: Coeficientes de regressdo para a concentragdo de X,s para o

planejamento completo 2% com 3 pontos centrais.

Coeficientes Desvio

De Regresséao Padrao
Média* 12,39 0,14
Permeado liofilizado* -16,80 0,18

*fatores estatisticamente significativos a 95% de confianga.

A Equacao 5.3 relaciona X,s em funcéo da variavel codificada para um nivel

de confianga de 95%.

Cy,,=1239-168-C,, Equagéo 5.3

A partir do modelo proposto foi construida a superficie de resposta de Xs
em funcédo das variaveis permeado liofiizado e SFB, mostrada na Figura 5.26
Observa-se que a redugao da concentracdo de permeado liofilizado no meio de
cultivo resulta no aumento da concentracdo de células viaveis finais na fase
estacionaria, possivelmente decorrente de inibicdo catabdlica por lactato,

composto abundante neste suplemento.
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Figura 5.26: Superficie de resposta para a concentragdo de células viaveis finais

na fase estacionaria obtida com o planejamento fatorial completo 2 com 3 pontos
centrais. Inéculo proveniente do meio Grace + 10% de SFB.

A Tabela 5.30 mostra os desvios dos valores de X,s preditos pelo modelo
em relacao aos valores experimentais. Observa-se contudo, que os erros obtidos
em relacdo aos ensaios referentes aos pontos centrais estdo acima de 79% na

previsdo de X,s, indicando como em casos anteriores que a capacidade preditiva
do modelo nao é adequada.
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Tabela 5.30: Desvios dos valores de X,s preditos pelo modelo em relagdo aos
valores experimentais para o planejamento completo 2° com 3 pontos centrais.

Indeulo proveniente do meio Grace + 10% de SFB.

Ensaio | X,s experimental | X,s predita | Desvio (%)
1 33,1 29,2 11,8

2 0,0 - -

3 34,1 29,2 14,4

4 0,0 - -

5 6,4 12,4 93,6

6 6,9 12,4 79,8

7 6,2 12,4 99,8

Os valores dos coeficientes de correlagéo (0,86) e do coeficiente do teste F
(valor calculado 4,7 vezes maior que o valor tabelado) mostraram que o modelo é
significativo estatisticamente para o sistema de dados obtidos. No entanto, os
desvios observados entre os dados experimentais e os dados previstos pelo
modelo foram muito elevados, principalmente os referentes aos ensaios realizados
no ponto central. Isto mostra que na pratica o modelo gerado néo é confiavel para
predizer a variavel resposta avaliada (X,s), possivelmente em razdo da
complexidade e do numero elevado de variaveis envolvidas no sistema biologico

estudado.

5.5.2. Analise dos Efeitos das Concentragdoes do Permeado Liofilizado e do
SFB sobre a Concentragdo Final de Células Viaveis na Fase Média

Exponencial (Xe), com Inéculo Proveniente do Meio de Grace +10% de SFB

A analise estatistica dos efeitos do permeado liofilizado e do SFB sob X €
mostrada na Tabela 5.31, excluindo-se os efeitos n&o significativos com R?=93%.
Embora a contribuicdo dos residuos seja de apenas 7%, a relacao Fcaicuiado/ Fabelado

foi de 1,4 como observado na andlise estatistica (ANOVA), Tabela 5.32. Em vista

120



Resultados e Discussao

disso ndo se obteve evidéncia estatistica significativa suficiente para fazer a

suposigao da existéncia de relagao linear entre as variaveis estudadas.

Tabela 5.31: Efeitos obtidos para a concentracao de células viaveis na fase média
exponencial (Xme) para o planejamento fatorial completo 22. Inéculo proveniente do
meio Grace + 10% de SFB.

Efeitos Desvio t(2) P
(x10° Padrao
cél./mL)
Média* 5,01 0,038 132,67 0,00006
(1) Permeado liofilizado* -12,30 0,100 -123,00 | 0,00007
(2) SFB* -1,10 0,100 -11,00 0,00816
(1) x (2) 1,10 0,100 11,00 0,00816

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianga.

Tabela 5.32: Analise de variancia (ANOVA) para a concentragao de células viaveis
na fase média exponencial (Xme) para o planejamento fatorial completo 22. Inéculo

Grace + 10% de SFB, ignorados os efeitos n&o significativos.

Fonte de Soma Graus de Média E
Variacao Quadrética | Liberdade | Quadratica | '
Regressao 153,71 3 51,24 12,75
Residuos 12,06 3 4,02
Falta de Ajuste 12,04 1
Erro Puro 0,02 2
Total 167,77 6

Fos0s3 = 9,28.

% variagdo explicada (R?) = 93%.

121



Resultados e Discussao

5.5.3. Analise dos Efeitos das Concentragdes de Permeado Liofilizado e SFB
sobre a Viabilidade das Células Sf9 na Fase Média de Crescimento

Exponencial (Vme), com Inéculo Proveniente do Meio de Grace +10% de SFB

No estudo realizado dos efeitos das variaveis independentes (permeado
liofilizado e SFB) sob a Ve, mostrados na Tabela 5.33, o coeficiente de correlagao
do modelo (0,75) e o teste F (valor calculado 2,35 vezes maior que o valor
tabelado) ndo exibiram altos valores a 90% de confianga. A anadlise estatistica
(ANOVA), mostrada na Tabela 5.34, permite concluir que nao foi observada uma

regressao significativa.

Tabela 5.33: Efeitos obtidos para a viabilidade das células na fase média
exponencial (Vme) para o planejamento fatorial completo 22. Inéculo proveniente do
meio Grace + 10% de SFB.

Efeitos Desvio
. t(2) P
(%) Padrao
Média* 65,43 1,00 65,43 0,0002
(1) Permeado liofilizado* -95,50 2,64 -36,09 0,0008
(2) SFB 0,50 2,64 0,18 0,8675
(1) x (2) -0,50 2,64 -0,18 0,8675

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confiancga.
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Tabela 5.34: A analise de variancia (ANOVA) para a viabilidade das células na
fase média exponencial (Vme) para o planejamento fatorial completo 22. Inéculo

proveniente do meio Grace + 10% de SFB, ignorados os efeitos ndo significativos.

Fonte de Soma Graus de Média E
Variacao Quadrética | Liberdade | Quadratica | '
Regresséo 9120,3 1 9120,25 15,56
Residuos 2931,5 5 586,29
Falta de Ajuste 29175 3
Erro Puro 14,0 2
Total 12051,7 6

Fo0:1:5 = 2,35.

% variagdo explicada (R?) = 75%.

Para a realizagdo de uma avaliagdo mais profunda dos ensaios realizados
no planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais, foram comparados os
parametros cinéticos obtidos para os ensaios controle em meio basal acrescido de

SFB e em meio livre de soro. Estes parametros sdo mostrados na Tabela 5.35.

5.5.4. Comparacio entre os Ensaios do Planejamento Fatorial Completo 2% e
os Ensaios Controle em Meio Grace com 10 % de SFB e em Meio Livre de
Soro Sf900ll

Com o intuito de se realizar uma analise sistematica do desempenho das
células Sf9 em formulagcbes que apresentavam o permeado do soro de leite

liofilizado foram calculados os parametros mostrados na A Tabela 5.35.
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Tabela 5.35: Comparacao dos parametros cinéticos das células Sf9 em suspensao
(concentragao do indculo de 2,5x10° células viaveis/mL) obtidos no planejamento

fatorial completo 22 e nos meios controles Grace contendo 10% de SFB e Sf900ll.

Ensaios | pmax (W) | twe® (d) | t (h) | t* (d) | Viabilidade em ts (%)
1* 0,0128 <1 54 8 99
3* 0,0169 1 41 8 95
o i i ] i ]
5 0,0113 2 61 5 95
6 0,0117 2 59 5 92
7 0,0115 1 60 4 92
ct! 0,0130 2 53 7 91
c? 0,0346 3 20 8 95

C(1): Ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB; C(2): Ensaio controle em meio livre
de soro (Sf900I1). " Taxa maxima especifica de crescimento celular; ® Duracdo da fase
lag de crescimento; ®Tempo de duplicacdo celular; “Tempo para atingir a fase
estacionaria; *Ensaios que apresentaram melhores desempenhos quando a crescimento

e viabilidade celular.**Inibicdo do crescimento celular.

Observa-se na Tabela 5.35 a inibicao do crescimento celular nos ensaios 2
e 4, cuja formulagdo de meio de cultivo possuia 5% m/v do permeado liofilizado.
Verifica-se através destes resultados a impossibilidade do emprego deste

suplemento em concentragdes iguais ou superiores a 5%.

A analise destes dados indica que o emprego do permeado liofilizado, na
faixa estudada, ndo proporcionou aumento expressivo nas taxas especificas de
crescimento celular das células Sf9, resultando elevados tempos de duplicagao
celular, que variaram de 41 a 60 horas. As taxas de crescimento especifico entre
os ensaios do planejamento variaram de 0,0115 a 0,0346h™", enquanto o tempo
para se atingir a fase estacionaria variou de 4 a 8 dias. No tocante a duracao da
fase lag de crescimento celular observou-se uma variacédo de 0 a 2 dias. Com
relacéo a viabilidade celular no inicio da fase estacionaria, observou-se variagdes
de 92 a 99%.
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Embora o emprego do permeado liofiizado ndao tenha proporcionado a
obtencao de elevada concentragao celular, as formulagdes de meio de cultivo que
possuiam este suplemento em concentragcdo de até 2,5% m/v viabilizaram o
cultivo das células Sf9 em meio de cultura Grace com uma reducdo de 70% do
SFB.

5.5.5. Anadlise do Consumo de Glicose, Glutamina e a Formagao de Lactato
nos Ensaios do Planejamento Completo 22, com Inéculo Proveniente do Meio
de Grace + 10% de SFB

Foi realizado neste planejamento um estudo sistematico dos fatores
relevantes ao metabolismo celular, o consumo de glicose e de glutamina e a
formacéao de lactato, com vistas as formulacdes de meios de cultivo que possuem

proteinas de massa molecular inferior a 10kDa, além de lactose.

As Figuras 5.27 e 5.28 mostram os ensaios que resultaram em
concentracao celular pelo menos trés vezes superior aquela obtida com o ensaio
controle (em meio Grace acrescido de 10% em volume de SFB), quanto a
concentracao celular na fase estacionaria. Os ensaios que apresentaram melhores
resultados foram os ensaios 1 (2,7 g/L de glicose, 8g/L de extrato de levedura,
0,1% de Pluronic F68, 1% de SFB e 5% de permeado liofilizado) e 3 (2,7 g/L de
glicose, 8g/L de extrato de levedura, 0,1% de Pluronic F68, 3% de SFB e 5% de

permeado liofilizado) destacados na Tabela 5.36.
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Figura 5.27: Parametros cinéticos para o ensaio 1 (2,7g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 0,1% de PF68; 1% de SFB e 5% de PL). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura 5.28: Parametros cinéticos para o ensaio 3 (2,7g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 0,1% de PF68; 3% de SFB e 5% de PL). A: Monitoramento da

concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Nota-se através das Figuras 5.27 e 5.28 um comportamento cinético similar
entre os ensaios 1 e 3. Estes ensaios resultaram praticamente na mesma
concentragdo de células viaveis finais, embora as concentragdo de SFB nestes
ensaios fossem distintas, respectivamente, 1 e 3%. Este fato mostrou a real
possibilidade de se reduzir a concentragcao do SFB e obter a mesma concentracao
de células viaveis na fase estacionaria. O consumo de nutrientes como a glicose e
a glutamina foram similares. A glicose foi consumida durante todo o cultivo, a
glutamina ndo apresentou consumo expressivo pelas células durante os 10 dias
em que a cultura foi mantida. A suplementagcdo do meio Grace com o permeado
de leite liofilizado, nas faixas empregadas, mostrou que o lactato presente
inicialmente no cultivo foi consumido durante todo periodo do cultivo. A presenca
deste metabdlito no inicio do cultivo deve-se a contribuicdo do indculo celular,
assim como, a contribuicio dos demais suplementos empregados
simultaneamente ao permeado. As Figuras 5.29 e 5.30 mostram os consumos
especificos de glicose e glutamina na fase de crescimento exponencial para os

ensaios do planejamento fatorial completo 22.
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Figura 5.29: Consumo especifico de glicose nos ensaios do planejamento

completo 22. Inéculo proveniente do meio Grace + 10% de SFB.
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Figura 5.30: Consumo especifico de glutamina nos ensaios do planejamento

completo 2%.Inéculo proveniente do meio Grace + 10% de SFB.

Observou-se na Figura 5.29 que, em geral, os ensaios do planejamento
completo 22 apresentaram taxas de consumo especifico de glicose aproximadas
entre 1,0 e 1,5x107%g de glicose/células*hora. Verifica-se que o consumo de
glicose nos ensaios controle € superior aqueles obtidos nos ensaios do
planejamento. N&o obstante, o consumo de glicose pelas células Sf9 mostrou-se
maior em um meio basal suplementado com 10% de SFB do que em um meio livre
de soro. A glutamina foi pouco consumida por estas células, conforme mostra a
Figura 5.30. As repeticbes do ensaio no ponto central (ensaio 5, 6 €7)
apresentaram um desvio representativo quanto do consumo especifico da
glutamina, possivelmente em relagdo a alteragées metabdlicas ou mesmo erros

experimentais, entretanto o consumo de glicose mostrou-se bastante reprodutivo.
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5.6. Analise dos Efeitos das Concentragcoes do Permeado Liofilizado e do
SFB sobre a Concentracao e Viabilidade das Células Sf9 a Partir de Inéculo

Proveniente do Meio Livre de Soro Sf900li

Neste planejamento foi avaliada a influéncia das variaveis concentracéo de
permeado liofilizado e da concentragdo do SFB em relagdo a concentragao final
de células viaveis na fase estacionaria (X,s), a concentracdo final de células
viaveis na fase média exponencial (Xne), @ viabilidade na fase média exponencial
(Vme), @ partir de inéculo proveniente do meio livre de soro Sf900Il. Buscou-se
estudar sistematicamente, além dos efeitos destes aditivos ao meio de cultivo, a
influéncia metabdlica ocasionada pelo inéculo celular, proveniente de meio
sintético, na cinética de crescimento da linhagem de células de inseto Sf9 para as
diversas composicoes de meio de cultivo testadas. A Tabela 5.36 mostra os
valores das variaveis estudadas neste planejamento, assim como seus

respectivos niveis de variagao.

Tabela 5.36: Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 2> com

3 pontos centrais. Inéculo proveniente do meio Sf900Il.

. Niveis
Variaveis
-1 0 +1
Permeado liofilizado (%m/v) 1 1,75 2,5
SFB (% v/v) 1 2 3

A Tabela 5.37 mostra o planejamento fatorial completo e os resultados
obtidos a partir da analise estatistica. Observou-se que a concentragdo de células
finais vidaveis na fase estaciondria esteve entre 16,8 e 30x10° células/mL.
Observa-se também que a concentragdo de células viaveis na fase meédia
exponencial esteve entre 6,4 e 9,5x10° células/mL, assim como a viabilidade na

fase média exponencial esteve entre 91 e 98%.
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5.6.1. Analise dos Efeitos das Concentragdoes do Permeado Liofilizado e do
SFB Sobre a Concentragao Final de Células Viaveis na Fase Estacionaria

(Xvs), com Inéculo Proveniente do meio Sf900ll

Em vista das inibicdes observadas no crescimento das células Sf9 no
planejamento fatorial 22 anterior, no qual o permeado liofilizado foi estudado como
suplemento ao meio de cultivo na faixa de 0 a 5%, optou-se pelo emprego de
novas formulagdes de meio de cultivo empregando-se concentragbes deste aditivo

em concentragdes inferiores a 2,5%.

Tabela 5.37: Planejamento fatorial completo 2% com 3 pontos centrais a partir de

in6culo celular proveniente do meio Sf900ll.

Variaveis independentes Variaveis resposta
| Permeado SFB X,V X! V.,
Ensaio liofilizado ouh) (x 10°cl. (x 10°cel. %)
(Yom/v) viaveis/mL) viaveis/mL)

1* -1 -1 23,7 8,7 95
2 +1 -1 16,8 6,4 94
3* -1 +1 29,9 9,5 97

+1 +1 23,3 9,3 98
5 0 0 17,3 8,6 91
6 0 0 16,9 8,6 93
7 0 0 16,8 8,0 94
c(1) - 10 8,0 4,8 93
C(2) - - 77,2 16,6 91

C(1): Ensaio controle em meio Grace acrescido de 10% de SFB; C(2): Ensaio controle em
meio livre de soro (Sf900ll); "Concentragdo de células viaveis na fase estacionaria;
@Concentracdo de células viaveis na fase média exponencial; ®Viabilidade na fase média
exponencial. *Ensaios que apresentaram concentragao celular na fase estacionaria pelo

menos 3 vezes superior ao ensaio controle em meio Grace.

131



Resultados e Discussao

As variaveis que apresentaram efeitos significativos em um intervalo de
90% de confianga para X,s, segundo a Tabela 5.38, foram o permeado liofilizado e
o SFB. As interagbes entre estes fatores ndo apresentaram sinergia ou

antagonismo, significativa a 90% de confianga quanto a Xys.

Tabela 5.38: Efeitos obtidos para a concentragao final de células viaveis na fase
estacionaria (Xvs) para o planejamento fatorial completo 22. Inéculo proveniente de
meio Sf900Il.

Efeitoss Desvio {2) 0
(x10 ~
celimL) Padrao
Média* 20,67 0,100 206,71 0,00002
(1) Permeado liofilizado* -6,75 0,265 -25,51 0,00153
(2) SFB* 6,35 0,265 24,00 0,00173
(1) x(2) 0,15 0,26 0,56 0,62789

*fatores estatisticamente significativos a 95% de confiancga.

Pode-se verificar através da tabela de ANOVA, Tabela 5.39, que segundo o
coeficiente de regressdo (0,55) e o teste F (Fcaicuiado/Ftabelado inferior a uma
unidade), nédo foi possivel a obtencdo de um modelo capaz de prever

significativamente a variagao de X,s com relagéo aos aditivos empregados.
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Tabela 5.39: Analise de variancia (ANOVA) para a concentragao de células viaveis
na fase média exponencial (X,s) para o planejamento fatorial completo 22. Indculo

proveniente do meio Sf900Il, ignorados os efeitos nao significativos.

Fonte de Soma Graus de Média e
Variagdo Quadrética | Liberdade | Quadratica | ©'*°*
Regressao 85,88 2 42,94 2,42
Residuos 70,92 4 17,73

Falta de Ajuste 70,78 2

Erro Puro 0,14 2

Total 156,81 6

Fo.90:2:4 = 6,94.

% variagéo explicada (R?) = 55%.

5.6.2. Anadlise dos Efeitos das Concentragcées do Permeado Liofilizado e do
SFB sobre a Concentracdao Final de Células Viaveis na Fase Meédia

Exponencial (Xne), com Inéculo Proveniente do meio Sf900ll

A analise estatistica dos efeitos do permeado liofilizado e do SFB sob X €
mostrada na Tabela 5.40. Observa-se que a redugdo da concentracdo de
permeado liofilizado, o aumento da concentragcdo de SFB e a interacio entre eles

proporcionam um aumento na Xme.
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Tabela 5.40: Efeitos obtidos para a concentragao de células viaveis na fase média

exponencial (Xme) para o planejamento fatorial completo 22. Inéculo proveniente do

meio SfO00II.
Efeitos Desvio
(x10° < t(2) p
celimL) Padréao
(1) Permeado liofilizado* -1,25 0,35 -3,61 0,06895
(2) SFB (L)* 1,85 0,35 0,33 0,03332
(1) x (2)* 1,05 0,35 0,09 0,09378

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianga.

A relacdo entre Fcacuiado/Ftabelado fOi de 4,5 como observado na analise
estatistica (ANOVA) na Tabela 5.41. Conclui-se com isso que o modelo proposto

descreve significativamente uma relacao linear para Xme em funcao dos aditivos

ao meio de cultivo testados neste planejamento.

Tabela 5.41: A analise de varidancia (ANOVA) para a concentragdo de células

vidveis na fase média exponencial (Xme) para o planejamento fatorial completo 22.

Indeulo proveniente do meio Sf900II.

Fonte de Soma Graus de Média E
Variacao Quadratica | Liberdade | Quadratica | “'°"*®
Regressao 6,0875 3 2,03 24 .4
Residuos 0,2496 3 0,08
Falta de Ajuste 0,0096 1
Erro Puro 0,2400 2
Total 6,3371 6
Fo,90:3;3 = 5,39.

% variagdo explicada (R?) = 96%.
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A Tabela 5.42 apresenta os coeficientes de regressdao para o modelo

proposto para a variavel resposta Xe.

Tabela 5.42: Coeficientes de regressdo para a concentragdo de Xpe para o
planejamento completo 2° com 3 pontos centrais. Inéculo proveniente do meio
Sf900ll.

Coeficientes Desvio
de Regressao | Padrao

Média* 8,44 0,13
(1) Permeado liofilizado(L)* -0,63 0,17
(2) SFB (L)* 0,93 0,17
(1) x (2)* 0,53 0,17

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confianga.

A Equacgao 5.4 relaciona X, em funcdo da variavel codificada para um

nivel de confianga de 90%.

Cy

m

=844—0,63-C,, +0,93Cy, +0,53C,, Cyy  EqQuagao 5.4

Em vista disso foi proposta a superficie de resposta, mostrada na Figura
5.31, que apresenta a relagédo entre os suplementos do meio de cultivo permeado
liofilizado e o SFB com relacdo a produgao de células na fase média exponencial
(Xme)-
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Figura 5.31: Superficie de resposta para a concentragao de células viaveis finais

na fase média exponencial (Xme) obtida com o planejamento fatorial completo 22
com 3 pontos centrais. Inéculo proveniente do meio Sf900Il.

Na Tabela 5.43 pode-se observar os desvios dos valores de Xne preditos
pelo modelo em relagao aos valores experimentais.

Tabela 5.43: Desvios dos valores de Xme preditos pelo modelo em relagdo aos

valores experimentais, para o planejamento completo 2° com 3 pontos centrais.
In6eulo proveniente do meio Sf900II.

Ensaio | Xne experimental | Xne predita | Desvio (%)
1 8,70 8,67 0,3
2 6,40 6,35 0,8
3 9,50 9,47 0,3
4 9,30 9,27 0,3
5 8,60 8,44 1,9
6 8,60 8,44 1,9
7 8,00 8,44 55
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Observa-se na Tabela 5.43 uma faixa de erro de 0,3 a 5,5% entres as
variaveis experimentais e as variaveis preditas pelo modelo, confirmando que o

modelo é satisfatério para prever Xqe.

Pode-se obter uma representacao bidimensional da superficie modelada
através de suas curvas de nivel, que sao linhas em que a resposta € constante. As
curvas de nivel que representam a influéncia do permeado liofilizado e do SFB sob

a Xme € mostrada na Figura 5.32.

Il above 1,0 1,5 2,0 2,5

Permeado liofilizado (Y%om/v)

Figura 5.32: Curvas de nivel representativas da Xm obtida com o planejamento
fatorial completo 22 com 3 pontos centrais em vista dos suplementos permeado

liofilizado e SFB. Indculo proveniente do meio SfO00II.

Através das curvas de nivel obtidas para Xqe verifica-se que a redugao da
concentracdo do permeado liofilizado no meio de cultivo contribui para o aumento
da concentracao de células viaveis na fase média exponencial (Xne), assim como
incrementos na concentragdo de SFB no cultivo celular também proporcionam o

aumento desta variavel resposta.
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Exponencial (Vine), com Inéculo Proveniente do meio Sf900ll

No estudo realizado dos efeitos das variaveis independentes (permeado
liofilizado e SFB) sob a Vne n&o foram observados efeitos significativos a 90% de
confianca, como mostrado na Tabela 5.44. Em vista disso a analise estatistica

(ANOVA) nao foi realizada sendo que os valores numéricos obtidos refletem

apenas os erros aleatorios do experimento.

Tabela 5.44: Efeitos obtidos para a viabilidade das células na fase média

exponencial (Vme) para o planejamento fatorial completo 22. Inéculo proveniente do

meio SfO00II.
Efeito Desvio Padrao | t(2) p
(%)
Média* 94,57 0,58 163,80 0,00004
(1) Permeado liofilizado 0,00 1,52 0,00 1,00000
(2) SFB 3,00 1,52 1,96 0,18845
(1) x(2) 1,00 1,52 0,65 0,57992

*fatores estatisticamente significativos a 90% de confiancga.
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5.6.4. Comparagio entre os Ensaios do Planejamento Fatorial Completo 2% e
os Ensaios Controle em Meio Grace com 10 % SFB e em Meio Livre de Soro
Sfooo0ll

Segundo estudos realizados em experimentos anteriores, buscou-se nesta
analise avaliar os parametros cinéticos das células Sf9 nas formulacdes testadas.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 5.45.

Tabela 5.45: Comparacdo dos parametros cinéticos das células Sf9 obtidos no
planejamento fatorial completo 2 e dos meios controles Grace contendo 10% de
SFB e Sf900Il.

Ensaios | ptmax " (h") | taa® (d) [t® (h) |t (d)| Viabilidade em ts (%)
1* 0,0130 2 53 8 96
2 0,0111 2 62 8 97
3* 0,0135 1 51 8 97
4 0,0126 1 55 8 99
5 0,0091 2 76 10 92
6 0,0088 2 78 10 93
7 0,0088 2 78 10 93
c(1) 0,0239 1 29 4 93
C(2) 0,0301 3 23 7 91

C(1): Ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB; C(2): Ensaio controle em meio livre
de soro (Sf900Il). "’ Taxa maxima especifica de crescimento celular; ® Duracgdo da fase
lag de crescimento; ®Tempo de duplicacdo celular; “Tempo para atingir a fase
estacionaria * Ensaios que apresentaram melhores desempenhos quando a crescimento

e viabilidade celular.

Segundo a Tabela 5.45, a taxa de crescimento especifico variou de 0,0088
a 0,0301 h™', enquanto o tempo de duplicacdo variou de 23 a 78 horas. Este
comportamento das células Sf9 revela que a suplementacdo do meio Grace com o

permeado liofilizado na faixa estudada proporciona um acréscimo na taxa de
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duplicacao celular e consequente na reducao da taxa de crescimento especifico.
No entanto, o permeado liofilizado mostrou-se capaz de produzir células Sf9 em
concentracdo da ordem de 33x10° células viaveis/mL, mesmo quando a
concentragdo do SFB é reduzida em até 90% do comumente praticado. A fase lag
de crescimento variou de 1 a 3 dias de cultivo e a viabilidade celular manteve-se
acima de 90% em todos os ensaios ao se atingir a fase estacionaria de
crescimento. Os resultados obtidos do tempo levado para se atingir a fase
estacionaria revelam que em média sao oferecidos de 3 a 6 dias do periodo de

crescimento exponencial para a infecgao por baculovirus.

5.6.5. Analise do Consumo de Glicose, Glutamina e a Formagao de Lactato
nos Ensaios do Planejamento Fracionario 22, com inéculo proveniente do
meio Sf900lI

Foram avaliados sistematicamente os efeitos no metabolismo celular,
quanto ao consumo de glicose e glutamina e a formacéao de lactato, similarmente a

analise realizada no planejamento fatorial anterior.

As Figuras 5.33 e 5.34 mostram o0s ensaios que resultaram em
concentracao celular pelo menos trés vezes superior aquela obtida com o ensaio
controle, células Sf9 em meio Grace acrescido de 10% em volume de SFB, quanto
a concentracdo celular na fase estacionaria. Os ensaios que apresentaram
melhores resultados foram os ensaios 1 (2,7 g/L de glicose, 8g/L de extrato de
levedura, 0,1% de Pluronic F68, 1% de SFB e 1% de permeado liofilizado) e 3 (2,7
g/L de glicose, 8g/L de extrato de levedura, 0,1% de Pluronic F68, 3% de SFB e

1% de permeado liofilizado) destacados na Tabela 5.46.
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Figura 5.33: Parametros cinéticos para o ensaio 1 (2,7g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 0,1% de PF68; 1% de SFB e 1% de PL). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura 5.34: Parametros cinéticos para o ensaio 3 (2,7g/L de glicose; 8g/L de
extrato de levedura; 0,1% de PF68; 3% de SFB e 1% de PL). A: Monitoramento da

concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Os ensaios 1 e 3 realizados no planejamento 22, a partir de indculo mantido
em meio livre de soro, apresentaram crescimento celular em geral trés vezes
superior aquele obtido com inéculo controle em Grace acrescido de 10% de SFB,
(mostrado no Apéndice A). No tocante ao consumo de nutrientes pelas células Sf9
nestas formulagdes, a glicose sofreu deplegédo durante todo o tempo de cultivo. A
glutamina ndo foi consumida expressivamente. No ensaio 1, o lactato nao
apresentou alteracdo significativa em sua concentragao inicial. No entanto, no
ensaio 3 este metabdlito foi produzido durante os 3 primeiros dias do cultivo e
entdo consumido simultaneamente com a glicose. Quando a concentragdo de
glicose mostrou—se indisponivel no cultivo, o lactato voltou a ser produzido,

possivelmente em fungcdo do consumo de outra fonte de carbono.

A glicose mostrou-se como o nutriente preferencialmente consumido, como
ja verificado nos outros planejamentos realizados neste estudo. As Figuras 5.35 e
5.36 mostram os resultados obtidos correspondentes aos consumos especificos
de glicose e glutamina na fase de crescimento exponencial para os ensaios do

planejamento fatorial completo 22.
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Figura 5.35: Consumo especifico de glicose nos ensaios do planejamento

completo 2%, com inéculo proveniente do meio Sf900Il.
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Figura 5.36: Consumo especifico de glutamina nos ensaios do planejamento

completo 22, com indculo proveniente do meio Sf900II.

Verifica-se na Figura 5.35 que o consumo de glicose nos ensaios controles
€ superior aqueles obtidos nos demais ensaios do planejamento. Ja a Figura 5.36
mostra que a glutamina é pouco consumida pelas células Sf9 nas formulag¢des
testadas de meio de cultivo quando comparadas aos ensaios controles. Nao
obstante, o consumo de glicose e de glutamina pelas células Sf9 mostrou-se maior

em meio basal suplementado com 10% de SFB do que em um meio livre de soro.

Analisando-se o comportamento cinético das células Sf9 nas formulagdes
empregadas nos planejamentos completos 22, verificou-se que no planejamento
fatorial cujo inéculo celular era proveniente do meio Sf900Ill apresentou melhores
resultados quanto a concentracdo e viabilidade celular. Ndo foram observadas

inibicdes no crescimento celular e alteragées morfologicas.
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Segundo estudos realizados por Frankel et al. (1994), a lactose (carboidrato
presente em maior quantidade no permeado liofilizado) pode ser metabolizada
pelas células Sf9 proporcionando o aumento da expressido de proteinas
recombinantes como a ricina B. Ndo obstante, o emprego do permedo liofilizado
como suplemento para o meio Grace resultou em elevada concentracao celular,
podendo contribuir para a produgdo de biopesticidas e para o aumento da
producdo de proteinas recombinantes através do emprego de baculovirus

geneticamente modificados.

Com o intuito de mostrar a variabilidade intrinseca entre os ensaios controle
em meio Grace acrescido de 10% de SFB e em meio livre de soro (Sfo00ll)
realizados nos planejamentos fatoriais deste estudo, foi elaborada a tabela
comparativa mostrada no Apéndice A (Tabela A1). Nota-se claras diferengas nos
parametros cinéticos de crescimento das células Sf9 nestes meios de cultivo.
Apesar de se ter empregado protocolos experimentais idénticos entre os
diferentes lotes de ensaios, a reprodutibilidade dos resultados ndo pode ser
considerada como elevada, o que mostra de maneira efetiva a necessidade da
realizagcao de experimentos controle em todos os conjuntos de ensaios para que a

interpretacao dos resultados nao figue comprometida.

5.7. Analise da Adaptacao das Células Sf9 nas Formulagoes Testadas

Todos os resultados apresentados e discutidos até este ponto do trabalho
foram obtidos da primeira passagem das células Sf9 nas formulagées de meio
de cultura propostas nos planejamentos estudados. Com o intuito de avaliar
sistematicamente o desempenho das células Sf9 nestas formulagdes, foram
realizados seis subcultivos consecutivos. O critério da selegao das formulagdes
foi a obtengao de elevada concentragao celular (pelo menos 3 vezes o valor da
obtida no ensaio controle em meio Grace acrescido de 10% de SFB de cada
planejamento). A Tabela 5.46 indica os ensaios que resultaram nos melhores

desempenhos nos planejamentos realizados durante todo o estudo e que
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foram, em vista disto, selecionados para a adaptacéo celular. A Tabela 5.47

sumariza as composi¢oes das formulagées empregadas.

Tabela 5.46: Ensaios selecionados para a adaptacéao celular.

Planejamento Fatorial Ensaios
Fracionario 2° 4,16
Planejamento completo 2° 9. 11
(inéculo oriundo de SfO00II) ’
Planejamento completo 22 -
(in6culo oriundo de Sf900Il) ’

Tabela 5.47: Composicoes das formulagcdo avaliadas no cultivo das células Sf9

apos seis subcultivos consecutivos.

Formulagdes Suplementos
Ext. de CPSL PL SFB PF68 Glicose
Lev (g/L) | (%m/iv) | (Yomlv) (%viv) (Y%om/v) (g/L)
4 8 5 - 1 - 2,7
16 8 5 - 3 0,2 2,7
9 2,6 4 - 2 0,1 2,7
11 6 2,3 - 2 0,1 2,7
1 8 - 1 1 0,1 2,7
3 8 - 1 3 0,1 2,7

A adaptacdo celular foi avaliada a partir de in6culos celulares oriundos dos
meios Grace e Sf900Il. As cinéticas dos ensaios 4, 16, 1 e 3 foram avaliadas
simultaneamente com indculos provenientes dos meios Grace e Sf900ll. As
cinéticas dos ensaios 9 e 11 foram avaliadas somente em fungdo do indculo
proveniente do meio Sf900ll, ja que os ensaios 9 e 11 realizados no planejamento

completo 2° com indculo celular oriundo do meio Grace acrescido de 10% de SFB
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nao apresentaram crescimentos satisfatorios. O crescimento e viabilidade celular
dos ensaios controles em meio basal, Grace acrescido com 10% de SFB, e em
meio de composicdo quimicamente definida, Sf900ll foram avaliados
simultaneamente de maneira comparativa. As células foram inoculadas a uma
concentragdo de 3,0 x 10° células viaveis/mL. Ressalta-se que a viabilidade neste
estudo foi avaliada através dos corantes laranja de acridina e brometo de etidio.
Isto possibilitou a contagem das células passiveis de duplicagdo durante o tempo
de cultivo, além de identificar precisamente as fases de crescimento celular e com
isso proporcionar uma infeccdo por baculovirus mais efetiva. Os melhores
resultados quanto a concentragao e a viabilidade celular foram obtidos a partir de
inoculo proveniente do meio livre de soro Sf900ll. O crescimento e viabilidade
celular, o consumo de glicose e glutamina e a evolugao do lactato sdo mostrados
nas Figura 5.37 a 5.41. As cinéticas realizadas a partir de inéculo oriundo de meio
Grace acrescido de 10% de SFB nao resultaram em concentragdes e viabilidades

celulares satisfatorias e sdo mostradas no Apéndice A.
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Figura 5.37: Concentragéo de células viaveis para as formulagao 4, 16, 1, 3,
9, 11, C(1) e C(2). C(1): controle em Grace + 10% de SFB; C(2): controle em

Sf900I1. Concentragao do indculo, 3x10° células viaveis/mL.
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Figura 5.38: Viabilidade para as formulagao 4, 16, 1, 3, 9, 11, C(1) e C(2).
C(1): controle em Grace + 10% de SFB; C(2): controle em Sfo00ll.
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Figura 5.39: Consumo de glicose para as formulagéo 4, 16, 1, 3, 9, 11, C(1)
e C(2). C(1): controle em Grace + 10% de SFB; C(2): controle em Sf900ll.
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Figura 5.40: Consumo de glutamina para as formulagao 4, 16, 1, 3, 9, 11,
C(1) e C(2). C(1): controle em Grace + 10% de SFB; C(2): controle em Sf900ll.
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Figura 5.41: Evolugao de lactato para as formulagao 4, 16, 1, 3, 9, 11, C(1) e C(2).
C(1): controle em Grace + 10% de SFB; C(2): controle em Sfo00ll.
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Pode-se observar nas Figuras 5.37 a 5.41 o crescimento e viabilidade
celular, o consumo de glicose e glutamina e a evolugao de lactato. As formulagdes
4 e 16 sdo provenientes do planejamento fracionario 2°". Observou-se para a
formulacdo 4 um crescimento celular pelo menos 4 vezes maior que O ensaio
controle em Grace + 10% de SFB e 2 vezes menor que o ensaio controle em
Sf900Il. A formulagdo 16 apresentou um crescimento 5,4 vezes maior que o
ensaio controle em Grace + 10% de SFB e 1,5 vezes menor que o ensaio controle
em Sf900Il. Mesmo durante o periodo de adaptacédo celular foram observadas
alteragdes morfolégicas como granulagdes no citoplasma celular e aparente
aumento no didmetro das células. Contudo, o padrao de crescimento celular apés
6 passagens manteve-se 0 mesmo que o da primeira passagem das células Sf9

nas formulacdes testadas.

Analise similar foi realizada para as formulagdes 9 e 11 do planejamento
completo 2° com indculo proveniente de meio Sf900ll. Observou-se para a
formulagcdo 9 um crescimento celular pelo menos 2,3 vezes maior que o ensaio
controle em Grace + 10% de SFB e 3,5 vezes menor que 0 ensaio controle em
Sf900Il. A formulagdo 11 apresentou um crescimento 2,8 vezes maior que o
ensaio controle em Grace + 10% de SFB e 3 vezes menor que o ensaio controle
em Sf900Il. Entretanto esta formulagdo apresentou queda acentuada da

viabilidade celular apds o 4° dia de cultivo atingindo cerca de 60%.

Em continuidade a analise realizada para os ensaios de adaptacéao celular,
foram efetuados seis subcultivos celulares sucessivos também nas formulagdes 1
e 3, nas quais o permeado de soro de leite liofilizado esteve presente. Observou-
se para a formulacdo 1 um crescimento celular pelo menos 3,3 vezes maior que o
ensaio controle em Grace + 10% de SFB e 2,4 vezes menor que o ensaio controle
em Sf900Il. A formulacdo 3 apresentou um crescimento 4,7 vezes maior que o
ensaio controle em Grace + 10% de SFB e apenas 1,7 vezes menor que 0 ensaio
controle em Sf900Il. Observa-se nas formulagdes 1 e 3 que a glicose € consumida
durante todo o tempo de cultivo. A glutamina nao foi consumida expressivamente.

Na formulagao 1, o lactato foi consumido durante todo o tempo de cultivo, ja na
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formulacao 3, as células produziram lactato nos primeiros 2 dias de cultivo. Apds

este periodo, o lactato foi consumido pelas células.

Em geral, o comportamento quanto ao metabolismo celular n&o foi
significativamente alterado comparando-se as analises provenientes de dados de
primeira passagem das células e de células adaptadas por varios subcultivos. A
glicose foi consumida durante todo o cultivo celular. Nao foi observado consumo
expressivo de glutamina. O lactato foi produzido durante os 2 primeiros dias de
cultivo, e a partir de entdo passou a ser consumido simultaneamente a glicose.
Nota-se que o consumo de lactato ocorre durante a fase /lag de crescimento e os
primeiros dias do crescimento exponencial. A partir deste momento, a produgao de

lactato é estabilizada.

Observa-se que o consumo de glicose nestas formulagdes foi menos
acentuado do que os ensaios avaliados até o momento. A glutamina permaneceu
pouco consumida. A concentracdo de lactato manteve-se aproximadamente
constate até o 6° dia de cultivo, a partir de entdo, este metabdlito passa a ser
consumido intensamente até o 10° dia do periodo monitorado. A glicose foi o
nutriente preferencialmente consumido pelas células Sf9 nas formulagbes de meio
de cultivo avaliadas. As Figuras 5.42 e 5.43 mostram o consumo especifico de

glicose e glutamina, respectivamente.
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Figura 5.42: Consumo especifico de glicose pelas células Sf9 nas formulag¢des de

meio de cultivo testadas no sexto subcultivo consecutivo.
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Figura 5.43: Consumo especifico de glutamina pelas células Sf9 nas formulagdes

de meio de cultivo testadas no sexto subcultivo consecutivo.
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Conforme a Figura 5.42, o maior consumo de glicose ocorreu na formulagao
3 de meio de cultivo. Observa-se também nesta Figura que a adigdo de permeado
liofilizado (meio 3) proporcionou um maior consumo de glicose pelas células Sf9
em relagcdo a adicdo de CPSL (meio 16) como suplemento do meio de cultivo.
Pode-se concluir, entdo, que no meio suplementado por CPSL ocorre o consumo
de outros carboidratos, contudo, reduzindo a taxa de crescimento especifico
destas células como mostrado na Tabela 5.49. Os dados de Mendonga et al.
(1999) corroboram esta observagdo, uma vez que estes autores verificaram a
reducdo da taxa de crescimento especifico de células Sf9 quando a frutose é

consumida na auséncia de glicose no meio.

Distintamente das analises anteriormente realizadas nos ensaios dos
planejamentos experimentais, este carboidrato mostrou-se mais fortemente
consumido pelas células Sf9 em meio Sf900Il do que em meio Grace acrescido de
10% de SFB. A diferenca observada pode ter resultado de alteragdes metabdlicas
ou mesmo em virtude do emprego de lotes diferentes dos meios e do SFB

empregados neste experimento.

Segundo lkonomou et al. (2003), as células de insetos apresentam menor
sensibilidade a metabdlitos como lactato e aménia. Estudos realizados por
Bérdard et al. (1993) mostraram que o crescimento das células Sf9 ndo é afetado
significativamente pela adigdo de sais de aménio (NH4Cl) no meio de cultura em

uma concentracao de até 535mg/L.

Em vista das observacbes destes autores e da literatura consultada a
concentragdo de amodnio ndo foi monitorada sistematicamente nos ensaios
realizados neste estudo. No entanto, com o intuito de quantificar a presenga de
amoénio produzido pelas células Sf9 nas formulagbes selecionadas, foram

realizadas medidas deste metabdlito durante o cultivo celular.

A Figura 5.44 mostra através da microscopia de fluorescéncia as células

Sf9 cultivadas na formulagéao 3.
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Figura 5.44: Células Sf9 cultivadas na formulacdo 3 de meio de cultivo, coradas

com brometo de etidio e laranja de acridina.

A Figura 5.44 mostra através da microscopia de fluorescéncia as células
Sf9 cultivadas no meio de cultura de formulagdo 3. O emprego destes corantes
permitiu melhor identificar as células viaveis e, portanto, passiveis de infecgao
pelo baculovirus, visto que as células ndo viaveis sao caracterizadas pela
coloracdo laranja, enquanto que as células viaveis podem ser identificadas pela
coloracao verde. Um fator que deve ser monitorado pois pode-se apresentar como
limitante do crescimento celular € o oxigénio. No entanto, ndo se identificou, nos
ensaios realizados, condi¢cdes potenciais para limitagdo do crescimento celular em
virtude da deplecdo de oxigénio nas culturas ndo infectadas. Segundo Freshney
(1992), a razdo minima é de cerca de 6ug0,/10° células*h para garantir a
sobrevivéncia celular. Considerando-se que a solubilidade do oxigénio em agua é
igual a 7,6ug/mL, e levando-se em consideragdo que os frascos de cultivo
utilizados apresentavam capacidade total de 100mL, operando-se sempre com
15mL de volume de trabalho, nos 85mL restantes, preenchidos com ar, tinha-se
disponivel 0,0255g de O, (85*0,21*32/22400) e em 15mL de meio, 0,0114g de O3
(15* 7,6x10™), totalizando 0,0369g de oxigénio inicial disponivel. Considerando-se
o cultivo das células Sf9 em meio Sf900ll a partir de indculo celular de
concentracdo 5x10° células/mL, disponibilizaria-se a cada tempo de duplicagdo
(cerca de 25horas) o valor de 1,5x10°g0O./célula*h, mostrando que o suprimento
de oxigénio nao foi fator limitante do crescimento celular em culturas nao

infectadas. Ressalta-se que o ar era renovado a cada 24 horas para a contagem
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celular. Entretanto, na producéo de células de insetos em maior escala através do
emprego de biorreatores, recomenda-se 0 controle rigoroso de oxigénio no meio

de cultivo para evitar limitacdes de crescimento celular.

5.7.1. Analise de Aménia no Cultivo das Células Sf9 nas Formulagoes

de Meio de Cultivo Selecionadas

O aménio € um importante produto catabdlico produzido por culturas de
células de mamiferos e de insetos. As células de insetos, em geral, apresentam
menor sensibilidade a presenca deste catabdlico no meio de cultura quando
comparadas as células de mamiferos. Linhagens como a Sf9 tradicionalmente nao
acumulam aménia durante o crescimento celular (Rhiel et al., 1997). Com o
objetivo de verificar se as culturas de células Sf9 nas formulagées de meios de
cultivo propostas realmente ndo produziam amoénio em concentragdes danosas as
células foram realizadas algumas analises deste catabdlito. A Tabela 5.48 mostra
os resultados obtidos para as formulagdes selecionadas dos planejamentos

realizados.

Tabela 5.48: Concentracdo de amdnio produzido pelas células Sf9, nas

formulagdes de meio de cultivo selecionadas, apds 12 dias de cultivo.

Formu NH; (m
lacoes g/L)
3 5,5
4 4,2
9 4,5
11 6,1
C(1) 5,1
C(2) 66,2

C(1): Ensaio controle em meio Grace + 10% de SFB; C(2): Ensaio controle em
meio SfO00II.
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Pode-se observar que as culturas das células Sf9, nas formulacées de meio
de cultivo mostradas na Tabela 5.48, ndo acumularam elevadas concentragdes de

amonio durante todo o cultivo.

Mendonga et al. (1999) verificaram que as células Sf9 cultivadas em
batelada produziam 20,4mg/L de amédnia até o final da fase estacionaria, valor
este cerca de 4 vezes superior aqueles quantificados nos ensaios mostrados na
Tabela 5.48, o que, no entanto ndo implicou em efeitos inibitérios durante o

crescimento celular.

Na cultura controle em meio Sf900Il ocorreu a producado deste metabdlito
em concentragdes similares aquelas observadas para células de mamiferos.
Contudo, ndo foram observados efeitos inibitérios do crescimento celular neste
ensaio. A glutamina é o aminoacido precursor do aménio e fonte de carbono e
nitrogénio essencial para o metabolismo celular. Em vista disso, a sua
concentracao foi monitorada durante todo o cultivo em todos os ensaio realizados.
Verificou-se que ndo houve escassez deste aminoacido e que a glutamina

apresentou pouca variagao nas concentracdes durante o cultivo.

5.7.2. Analise Comparativa entre os Parametros Cinéticos Obtidos para as
Células Sf9 apds Seis Passagens Consecutivas nas Formulagoes
Selecionadas e os Ensaios Controle em meio Grace acrescido de 10% de
SFB e em Meio Sf900ll

Com o intuito de continuar uma analise sistematica do real desempenho
das células Sf9 nas formulagdes de meio de cultivo testadas, foram calculados os

parametros cinéticos mostrados na Tabela 5.49.
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Sf9 nas formulagdes testadas apos seis subcultivos consecutivos.

Formulagdes | ta | pmax” | tag™ Xis Xn?“” V™
(h) (h™) d) (x10° cél. (x10° cél. (%)
Viaveis/mL | Viaveis/mL
4* 48 0,0144 1 37,5 13,8 90
16 35 0,0198 1 34,2 14,0 91
9 43 0,0161 2 23,0 6,3 78
11* 33 0,0210 2 27,5 5,8 56
1 53 0,0130 2 33,1 9,5 88
3* 34 0,0203 <1 46,7 10,1 92
C(1) 47 0,0147 2 9,5 5,8 85
C(2) 25 0,0277 4 80,0 18,0 94

*Ensaios selecionados para a infeccdo por baculovirus; "Tempo de duplicacdo celular;
@Taxa maxima de crescimento celular; ®Tempo de duracédo da fase /ag; ’Concentracéo
de células viaveis na fase estacionaria ®’Concentragdo de células viaveis na fase média
exponencial; ®Viabilidade ao se atingir a fase estacionaria; C(1): ensaio controle em meio
Grace + 10% de SFB; C(2): ensaio controle em meio SfO00ll.

Através destes parametros e das cinéticas de crescimento celular
mostradas nas Figuras 5.37 a 5.41 foi possivel avaliar o real desempenho global
destas células nos meios de cultivo empregados. Pode-se observar que a taxa de
crescimento especifico variou de 0,0130 a 0,0277 h-1e o tempo de duplicagao
variou de 25 e 48 horas. Com ja mencionado, a utilizagdo dos derivados de leite,
nas faixas de concentracbes testadas, ocasionou um acréscimo no tempo de
duplicagao celular no cultivo de células de inseto da linhagem Sf9. Contudo, o
crescimento celular foi de pelo menos 2,9 vezes maior que o crescimento das
células em meio Grace acrescido de 10% de SFB. A viabilidade celular ao se
atingir a fase estacionaria variou entre 56 e 94%. Ainda que adaptadas as
formulacgbes testadas, as células Sf9 apresentaram alteragdes morfolégicas como
granulagdes no citoplasma e aumento no didmetro celular. Em fungdo desta
observacao foi realizada a analise da osmolalidade das formulacdes de meio de
cultivo testadas, descritas a seguir, para se verificar se esta ndo seria uma das

causas, principalmente, das longas fase /lag costumeiramente observadas.
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5.7.3. Analise da Osmolalidade das Formulagoes Selecionadas Empregadas

no Crescimento das Células Sf9

Conforme ja mencionado, observou-se que durante o cultivo celular foram
observadas alteragdes morfolégicas nas células Sf9 quando o CPSL era
empregado como suplemento ao meio de cultivo. Estas alteragbes foram
monitoradas através de microscopia 6tica. Objetivou-se com isso estabelecer uma
relacdo direta entre a osmolalidade medida e as alteragbes morfologicas

observadas.

A Tabela 5.50 mostra as osmolalidades do meio de composicdo minima,
meio Grace, do meio de composicdo quimicamente definida, Sf900ll e das
formulagbes de meio de cultivo propostas neste estudo que proporcionaram

elevada concentracéo e viabilidade celular.

Tabela 5.50: Osmolalidade dos meios empregados no cultivo das células Sf9.

Meios de Cultivo Osmolalidade |Aumento da osmolalidade em relacao
(mOsm/kgH,0) |2° Meio Grace contendo SFB (%)

Grace 326 _

Sf900ll 350 7

Formulacgéo 4 408 20.0

Formulacédo 16 427 234

Formulagcao 9 379 13,9

Formulacado 11 400 18,5

Formulacéo 1 441 26.0

Formulacéo 3 438 25,5
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Os meios de cultivo comumente empregados para células de insetos como
o meio Grace e o meio livre de soro Sf900Il apresentaram osmolalidade em média
de 340 mOsm/kgH,0O. O meio Grace, conforme indicacdo do fabricante, deveria
apresentar osmolalidade de 300 mOsm/kgH,O, ou seja, cerca de 9% inferior ao
valor obtido através do osmOmetro empregado neste estudo. A diferenga pode
decorrer da diferenga entre lotes ou mesmo da preparagdo da amostra para a

realizacdo da medida no equipamento.

A adicdo de suplementos como o concentrado protéico de soro de leite
bovino (CPSL) e o permeado de soro de leite liofilizado ao meio Grace aumentou
significativamente os valores de osmolalidade. Os meios de cultivo que possuem
em sua formulagdo 5% de CPSL (formulagbes 4 e 16) proporcionaram um
acréscimo em média de 22% na osmolalidade em relacdo a do meio Grace. Os
meios que possuem 4 e 2,3% de CPSL (formulagdes 9 e 11) proporcionaram um
acréscimo em média de 16% e as formulagdes que empregaram o permeado
liofiizado em sua composicdo na concentracdo de 1% (formulagbes 1 e 3)
proporcionaram aumento de até 26% na osmolalidade do meio. As alteracdes
morfolégicas foram observadas somente nos meios que apresentavam CPSL em
variadas faixas de concentracdo. Entretanto, as maiores contribuicdes no aumento
da osmolalidade ocorreram nas formulagdes nas quais o permeado liofilizado
estava presente, possivelmente em razdo de lactose presente em elevada

concentragao neste suplemento.

Apos a analise do desempenho cinético das células nas formulagbes
estudas, foi realizada a infecgdo das culturas celulares pelo baculovirus, para os

meios cujas composigdes se julgou mais adequadas.

5.8. Andlise da Infecgao das Células Sf9 por Baculovirus Empregando-se

Multiplicidade de Infecgao 1

A producdo de baculovirus ocorreu através da infeccdo das células Sf9
durante o periodo médio de crescimento exponencial. A Figura 5.45 mostra o

efeito citopatico do baculovirus ocasionado nas células Sf9. Este efeito é
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caracterizado através da formacao de poliedros, capsulas protéicos que envolvem

o material genético viral.
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Figura 5.45: Células Sf9 infectadas por baculovirus mantidas em meio Sf900ll.

(Figura gentilmente cedida pelo Dr. Ronaldo Z. Mendonga)

A Figura 5.45 apresenta o estagio final do periodo de infec¢ao celular,
aproximadamente 6 a 7 dias apds a infecgdo viral. Neste estagio, as células Sf9
sofreram lise e liberaram os poliedros no meio de cultivo. Estes poliedros sao
coletados e passam por um processo de centrifugagcao para a concentragao do
material. Apds este processamento podem ser empregados como biopesticida,
para infectar a lagarta da soja Anticarsia gemmatalis.

A producéo do virus foi realizada empregando-se as formulagdes 4, 11 e 3,
em vista do bom desempenho cinético quanto ao crescimento e a viabilidade
celular durante a fase de crescimento exponencial. A Figura 5.46 mostra a cinética

de producéao de poliedros.
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Figura 5.46: Cinética de produgdo de poliedros através das células Sf9 nas
formulagdes 3, 4 e 11. Concentragao do indculo celular 3x105 células viaveis/mL.
Multiplicidade de infeccéo 1.

A Figura 5.46 apresenta a producgao de poliedros virais nas formulag¢des de
meio de cultivo selecionadas para infecgao, formulagdes 3, 4 e 11. As culturas
celulares foram infectadas na concentragcado de 1x106 células viaveis/mL. Pode-se
observar que ocorre producao expressiva de corpos de oclusao nas formulacdes 3
e 4 ao longo de todo periodo, alcangando 1,6x107 poliedros/mL. Estas
formulagdes apresentaram uma no sexto dia de cultivo uma producéo de poliedros
2,6 vezes maior que a do ensaio controle em meio Grace acrescido de 10% de
SFB e 1,1 vezes menor que a producdo em meio Sf900ll. A formulagcdo 11

apresentou desempenho similar ao ensaio controle em meio Grace.
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Uma vez que para a producao de 1 a 2 kg de CPSL processa-se cerca de
1000L de leite in natura, e estimando-se entdo que a maior parcela do custo do
CPSL seja o propio custo da matéria prima, pode-se supor que um grama deste
suplemento, custaria em torno de R$ 1,00 (US$ 0,3). A Tabela 5.51 apresenta o

custo dos materiais empregados na formulagao dos meios de cultivo selecionados.

Tabela 5.51: Custo estimado dos materiais empregados nas formulagcbes de meio

de cultivo estudada.

Material Preco (US$)/unidade de medida
Meio Grace* 15,6/L
Meio Sfo00II* 50,3/L
Glicose* 17,4/kg
Pluronic F68 a 10%* 102,0/L
Extrato de levedura* 150,0/kg
Soro Fetal Bovino(1) 125,0/L

(Fonte: *Catalogo Sigma Chemical Co., 1999; 1Nutricel Nutrientes Celulares Ltda, Campinas - SP).

Aplicando-se uma abordagem similar para o permeado da ultrafiltracdo
liofilizado e considerando os seguintes custos para os outros materiais envolvidos
na formulacdo dos meios de cultura empregados neste trabalho, pode-se estimar
o custo final dos meios selecionados como mais adequados. A Tabela 5.52 mostra

esta estimativa.
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Tabela 5.52: Estimativa do custo de obtengdo dos meios dos meios de cultivo

empregados neste estudo.

Meios de Cultivo Custo/Unidade de volume Custo/baculovirus
US$/Litro US$/1010poliedros
Grace 23,4 43,3
Sfo00ll 50,3 27,9
3 459 28,7
4 68,1 42,6
11 56,8 89,1

Verificou-se através da Tabela 5.52 que o custo de obtengcdo nos meios
desenvolvidos neste trabalho mostrou-se bastante atraente, embora o emprego da
formulacdo 11 do CPSL tenha proporcionado um aumento no custo de obtencao
do baculovirus cerca de 2 vezes quando comparado ao ensaio controle em meio

Grace.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusoes

Os estudos realizados com a finalidade de avaliar a influéncia da
composi¢cdo do meio de cultura no crescimento e na viabilidade das células Sf9 e

na producéo de baculovirus levaram as seguintes conclusoes:

a) O cultivo das células Sf9 e a produgao de baculovirus empregando-se reduzido
percentual de soro fetal bovino mostrou-se possivel quando o meio Grace é
suplementado com os derivados de leite concentrado protéico de soro bovino ou
permeado de soro de leite liofilizado, e simultaneamente por extrato de levedura.
Portanto, o cultivo poderia ser realizado a uma baixa concentracdo de SFB,
minimizando custos de producdo e dificuldades nos processos de separagao e

purificacdo de quando da producéo de proteinas recombinantes.

b) As variaveis que mais influenciaram a producdo de células Sf9 foram as

concentracdes de CPSL, permeado liofilizado e extrato de levedura.

c) Nas faixas estudadas, as concentracbes de glicose e Pluronic F68 néo

mostraram efeitos significativos sobre o crescimento celular e a produgao de virus.

d) O comportamento apresentado pelas células nos ensaios realizados sob a
primeira passagem das células nas formulagbes propostas foi diferente daquele
apresentado apos as passagens consecutivas. Nos ensaios de melhores
resultados 3 (2,7g/L de glicose; 0,1% de Pluronic F68; 8g/L de extrato de levedura,
3% de SFB ; 1% de permeado liofilizado)e 4 (2,7g/L de glicose; 8g/L de extrato de
levedura, 1% de SFB ; 5% de CPSL) a duragao da fase /ag foi menor nos ensaios
apos a adaptagao e a produgao de células Sf9 foi maior apds a adaptagao para a
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formulacdo 3 e menor para a formulagdo 4. A velocidade de crescimento
especifica maxima foi menor apés a adaptacdo no ensaio 3 e maior para a

adaptacao do ensaio 4.

e) Nos ensaios apds a adaptagao celular nas formulagbes propostas, a maior
producao de células e de baculovirus ocorreu empregando-se as formulacdes 3 e
4. Obteve-se a partir destas formulagdes 46,7x10° células viaveis/mL, 37,5x10°

células viaveis/mL respectivamente, e 1,6x10’ poliedros/mL.

6.2. Sugestoes para Trabalhos Futuros

Para dar continuidade ao trabalho desenvolvido, sugere-se o estudo de

alguns aspectos citados a seguir:

a) Verificagdo do efeito da concentracdo dos suplementos empregados para a
producdo de proteinas recombinantes através do emprego de baculovirus

geneticamente modificados.

b) Monitoramento da concentracdo de outras fontes de carbono como frutose,
lactose e sacarose, assim como de outros aminoacido como alanina, treonina e

leucina, dentre outros.

c) Ampliacéo da faixa de concentragdo de estudo para o emprego do permeado
liofilizado, extrato de levedura, visando eliminar a necessidade de adicdo de soro

fetal bovino.

d) O estudo do emprego de soro de leite total ou parcialmente hidrolisado.
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e) Avaliagao do comportamento celular e da produgao de células Sf9 nos meios de
cultura desenvolvidos em processos com biorreatores operando em modo de

batelada e batelada alimentada.

f) Realizacédo de bioensaios para verificar a infectividade dos poliedros produzidos

em lagartas da soja Anticarsia gemmatalis.

g) Verificacdo da adigédo direta de lipidios no meio de cultivo de células de inseto

na tentativa de reducéao parcial ou total do SFB.

h) Avaliagdo da producdo de proteinas recombinantes a partir do sistema de

expressao pelo vetor baculovirus (BEVs) em meio livre de proteinas.
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A-1: Crescimento e Viabilidade Celular e Consumo de Glicose, Glutamina e

Apéndice

Apéndice A

Evolucdo de Lactato para o Planejamento Fatorial Fracinonario 2°*

12 100
10
5 ] + 80
5 L
3o 8- S
o 3 +60 >
o = )]
o] e
O 6+ @
c o 2
“—_— 3 =
g g 403
0.0 4 >
g2
X o - 20
2 - conc. células viaveis
—e—viabilidade
0 1 1 1 1 1 0
0 2 4 6 8 10 12
tempo de cultivo (dias)
1,0 0,25
—-&-glicose
—&—glutamina
~ 0,8 - ——lactato s 0,20
=) \
g —
= 0,6 4 - 0,15 o
O)
m N
=] L
© 8
o 04 - - 0,10 §
o 8
(2]
Q
ks)
o 0,2 - 0,05
0,0 1 a——=—H% 000
0 2 4 6 8 10 12

tempo de cultivo (dias)

Figura A1: Par@metros cinéticos para o ensaio controle em meio Grace +10% de
SFB. A: Monitoramento da concentracdo e viabilidade celular; B: Consumo de
glicose, glutamina e formagé&o de lactato.
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Figura A3: Parametros cinéticos para o ensaio 2 (2,7g/L de glicose e 1% SFB). A:
Monitoramento da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose,

glutamina e formacao de lactato.
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Figura A4: Parametros cinéticos para o ensaio 5 (1,8g/L de glicose; 0,2% de PF68
e 1% SFB). A: Monitoramento da concentrac&o e viabilidade celular; B: Consumo

de glicose, glutamina e formacao de lactato.
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Figura A5: Parametros cinéticos para o ensaio 6 (2,7g/L de glicose; 0,2% de PF68;
1% SFB e 5% de CPSL). A: Monitoramento da concentragéo e viabilidade celular;

B: Consumo de glicose, glutamina e formacao de lactato.
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Figura A6: Parametros cinéticos para o ensaio 7 (1,8g/L de glicose; 8g/L de extrato
de levedura; 0,2% de PF68; 1% SFB e 5% de CPSL). A: Monitoramento da
concentragéo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A7: Parametros cinéticos para o ensaio 9 (1,8g/L de glicose e 3% SFB). A:
Monitoramento da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose,
glutamina e formacao de lactato.
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Figura A8: Parametros cinéticos para o ensaio 10 (2,7g/L de glicose; 3% SFB e
5% de CPSL). A: Monitoramento da concentracdo e viabilidade celular; B:

Consumo de glicose, glutamina e formacéao de lactato.
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Figura A9: Parametros cinéticos para o ensaio 13 (1,8g/L de glicose; 0,2% de
PF68; 3% SFB e 5% de CPSL). A: Monitoramento da concentragao e viabilidade
celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formacéao de lactato.
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A-2: Crescimento e Viabilidade Celular e Consumo de Glicose, Glutamina e
Evolugao de Lactato para o Planejamento Fatorial Completo 2% com Inéculo

Proveniente do Meio Grace Acrescido de 10% de SFB
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Figura A10: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Grace +10% de
SFB. A: Monitoramento da concentracdo e viabilidade celular; B: Consumo de

glicose, glutamina e formacgao de lactato.
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Figura A11: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Sf900Il. A:
Monitoramento da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose,

glutamina e formacgao de lactato.

184



Apéndice

30 100
A
~ 25 p 80
& £
° = .
% -g 20 + 3
o 60 =
S a 8
58157 S
“-— 3 —
C = - Q
854 0 <
s o
© %
= . ..+ 20
5+ -& conc. células viaveis
—+—viabilidade
0 1 1 1 1 1 0
0 2 4 6 8 10 12
tempo de cultivo (dias)
4 0,5
-&-glicose
—+—glutamina
3 —-—lactato | 0,4
g
@ —_~
|
g - 0,3 @
& o)
5° 5
S - 0,2 (_‘g
()]
3 1
3 0,1
Ie))

0 2 4 6 8 10 12
tempo de cultivo (dias)

Figura A12: Parametros cinéticos para o ensaio 1 (4g/L de extrato de levedura; 3%
de CPSL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragéo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A13: Parametros cinéticos para o ensaio 2 (8g/L de extrato de levedura; 3%
de CPSL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A14: Parametros cinéticos para o ensaio 3 (4g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A15: Parametros cinéticos para o ensaio 4 (8g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da

concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
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Figura A16: Parametros cinéticos para o ensaio 5 (4g/L de extrato de levedura; 3%
de CPSL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragéo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A17: Parametros cinéticos para o ensaio 6 (8g/L de extrato de levedura; 3%
de CPSL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagéao
de lactato.
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Figura A18: Parametros cinéticos para o ensaio 7 (4g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A19: Parametros cinéticos para o ensaio 8 (8g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A20: Parametros cinéticos para o ensaio 9 (2,6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formacéao de lactato.
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Figura A21: Parametros cinéticos para o ensaio 10 (9,4g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento

da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacao de lactato.
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Figura A22: Parametros cinéticos para o ensaio 11 (6g/L de extrato de levedura;
2,3% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentracédo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formacéao de lactato.
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Figura A23: Parametros cinéticos para o ensaio 12 (6g/L de extrato de levedura;
5,7% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacéao de lactato.
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Figura A24: Parametros cinéticos para o ensaio 13 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 0,3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentracédo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formagéao de lactato.
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Figura A25: Paradmetros cinéticos para o ensaio 14 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 3,4% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacao de lactato.
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Figura A26: Parametros cinéticos para o ensaio 15 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentracédo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formagéao de lactato.
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Figura A27: Paradmetros cinéticos para o ensaio 16 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacao de lactato.
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Figura A28: Parametros cinéticos para o ensaio 17 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formacéao de lactato.
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A-3: Crescimento e Viabilidade Celular e Consumo de Glicose, Glutamina e
Evolugao de Lactato para o Planejamento Fatorial Completo 2% com Inéculo
Proveniente do Meio Sf900li
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Figura A29: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Grace +10% de
SFB. A: Monitoramento da concentracdo e viabilidade celular; B: Consumo de

glicose, glutamina e formagé&o de lactato.
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Figura A30: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Sf9000IIl. A:
Monitoramento da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose,

glutamina e formacgao de lactato.

203



Apéndice

50,0 100
A
- 40,0 80
s E
2 -‘£ —_~
g 2 S
o @ 30,0 + - 60 3
S . 3
T 3 gl
S 3 20,0 + 40 2
o O g
C o
g
X
= 10,0 1 -=- conc. células viaveis | 20
—e-viabilidade
0,0 - \ \ 1 i i 0
0 2 4 6 8 10 12
tempo de cultivo (dias)
14 1,8
B -# glicose
12 —+-glutamina
. - |lactato
<
210
© 1.2
= -
E 8+ ks
..(E ~—"
5 L
O ©
g 6 - A "%‘
3 - 06
g 4
Ie) 4
2 |
0 A I I I T I I 0,0

0 2 4 6 8 10 12
tempo de cultivo (dias)

Figura A31: Parametros cinéticos para o ensaio 1 (4g/L de extrato de levedura; 3%
de CPSL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A32: Parametros cinéticos para o ensaio 2 (8g/L de extrato de levedura; 3%
de CPSL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A33: Parametros cinéticos para o ensaio 3 (4g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A34: Parametros cinéticos para o ensaio 4 (8g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da

concentragéo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A35: Parametros cinéticos para o ensaio 5 (4g/L de extrato de levedura; 3%
de CPSL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A36: Parametros cinéticos para o ensaio 6 (8g/L de extrato de levedura; 3%
de CPSL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A37: Parametros cinéticos para o ensaio 7 (4g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A38: Parametros cinéticos para o ensaio 8 (8g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A39: Parametros cinéticos para o ensaio 10 (9,4g/L de extrato de levedura;

4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento

da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formacéao de lactato.
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Figura A40: Parametros cinéticos para o ensaio 12 (6g/L de extrato de levedura;
5,7% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentracédo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formacgéao de lactato.
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Figura A43: Paradmetros cinéticos para o ensaio 13 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 0,3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacao de lactato.
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Figura A44: Parametros cinéticos para o ensaio 14 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 3,4% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentracédo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formagéao de lactato.

215



Apéndice

40 100
— < 80
5 E 30 -
59 ~
8 Cl>) ,60 é
o 8 o)
w > g
s 820 S
e 2 - 40 2
832 10
= -=-conc. células viaveis T 20
—+-viabilidade
0 - \ 1 1 1 1 0
0 2 4 6 8 10 12
tempo de cultivo (dias)
6 0,5
B -a-glicose
5 1 .
~ —+-glutamina | 0,4
5 -4 |actato
347 ~
é [ 0,3 %I.)
8,4 =
5 3 1 o
o 8
o 02 8
3 2- -
Q
ke
o 1 - 0,1
0 : | | : : 0,0
0 2 4 6 8 10 12

tempo de cultivo (dias)

Figura A45: Parametros cinéticos para o ensaio 15 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacéao de lactato.

216



Apéndice

w
o

100

N
(6)]
|

- 80

N
o
viabilidade (%)

—
o
|
1

concentragao celular
(x10° células viaveis/mL)
o
|
T

- conc. células viaveis | 20

—+—viabilidade
0 - | | | | 1 0
10 12

(@)
|

4 6
tempo de cultivo (dBIaS)

B = glicose
5+ —+-glutamina
- |actato

- 0,4

lactato (g/L)

glicose e glutamina (g/L)

0 2 4 6 8 10 12
tempo de cultivo (dias)

Figura A46: Parametros cinéticos para o ensaio 16 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formacéao de lactato.
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Figura A47: Parametros cinéticos para o ensaio 17 (6g/L de extrato de levedura;
4% de CPSL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacéao de lactato.
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A-4: Crescimento e Viabilidade Celular e Consumo de Glicose, Glutamina e
Evolugao de Lactato para o Planejamento Fatorial Completo 2% com Inéculo

Proveniente do Meio Grace Acrescido de 10% de SFB
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Figura A48: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Grace +10% de
SFB. A: Monitoramento da concentracdo e viabilidade celular; B: Consumo de

glicose, glutamina e formagao de lactato.

219



Apéndice

100 100

—~ 80 ¢ - 80
g £
S .0 —
© 9 2
O g 60+ - 60 —
o < )
oo ©
O 0 ©
S o 2
— -] et
C = 1 L o]
g Q 40 40 _(;U
=)
° %

~ 20 + +— 20

- conc. células viaveis
-+ viabilidade
0 - ‘ 1 1 1 0
0 4 6 8 10 12
tempo de cultivo (dias)
10 1,2
-a-glicose
—+—glutamina

- 8 -+ |actato \

3

® - 0,8 _

R —

€ 6 - >

m N

5 9

[S) S

o 4 - 8

8 - 0,4

(@]

O 4

o 24

>
0 = 0,0
0 4 6 8 10

tempo de cultivo (dias)

Figura A49: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meios Sf900Il. A:
Monitoramento da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose,

glutamina e formacao de lactato.
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Figura A50: Parametros cinéticos para o ensaio 2 (8g/L de extrato de levedura; 5%
de PL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragéo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A51: Parametros cinéticos para o ensaio 4 (8g/L de extrato de levedura; 5%
de PL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A52: Parametros cinéticos para o ensaio 5 (8g/L de extrato de levedura;
2,5% de PL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagéao

de lactato.
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Figura A53: Parametros cinéticos para o ensaio 6 (8g/L de extrato de levedura;
2,5% de PL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagéao
de lactato.
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Figura A54: Parametros cinéticos para o ensaio 7 (8g/L de extrato de levedura;
2,5% de PL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagéao
de lactato.
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A-5: Crescimento e Viabilidade Celular e Consumo de Glicose, Glutamina e
Evolugdo de Lactato para o Planejamento Fatorial Completo 22 com Inéculo
Proveniente do Meio Sf900li
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Figura A55: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Grace +10% de
SFB. A: Monitoramento da concentracdo e viabilidade celular; B: Consumo de

glicose, glutamina e formagao de lactato.
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Figura A56: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Sf900Il. A:
Monitoramento da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose,

glutamina e formacgao de lactato.
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Figura A57: Parametros cinéticos para o ensaio 2 (8g/L de extrato de levedura;
2,5% de PL; 1% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao

de lactato.
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Figura A58: Parametros cinéticos para o ensaio 4 (8g/L de extrato de levedura;
2,5% de PL; 3% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A59: Parametros cinéticos para o ensaio 5 (8g/L de extrato de levedura;
1,75% de PL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento

da concentracédo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formagéao de lactato.
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Figura A60: Parametros cinéticos para o ensaio 6 (8g/L de extrato de levedura;
1,75% de PL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentracédo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formagéao de lactato.
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Figura A61: Parametros cinéticos para o ensaio 7 (8g/L de extrato de levedura;
1,75% de PL; 2% de SFB; 2,7g/L de glicose e 0,1% de PF68). A: Monitoramento
da concentragdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e

formacéao de lactato.
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A-6: Crescimento e Viabilidade Celular e Consumo de Glicose, Glutamina e
Evolucdao de Lactato para os Ensaios de Adaptagcdao Celular, Inéculo
3x10°células Viaveis/mL

12 100
4
~ -+ 80
g £
22 8- <
8 3 60
8 > S
[ )} ©
S © 2
5% 40 3
c 9 4 S
§ o
°Xx
20
-=-conc. células viaveis
—+-viabilidade
0 1 1 1 1 1 0
0 2 4 6 8 10
tempo de cultivo (dias)
1,2 0,25
-=-glicose
-+ glutamina
- -+ lactato T 0,20
2
© 0,8 7 —_
= =
% s 0,15 E
= (@]
) I
o -0,10 &
§ 0,4 - -
£ \
© - 0,05
0,0 = 0,00

tempo de cultivo (dias)

Figura A62: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Grace +10% de
SFB. A: Monitoramento da concentracdo e viabilidade celular; B: Consumo de

glicose, glutamina e formacgao de lactato.
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Figura A63: Parametros cinéticos para o ensaio controle em meio Sf900Il. A:
Monitoramento da concentracdo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose,

glutamina e formacao de lactato.
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Figura A64: Parametros cinéticos para o ensaio 4 (8g/L de extrato de levedura; 5%
de CPSL; 1% de SFB e 2,7g/L de glicose). A: Monitoramento da concentragéo e

viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao de lactato.
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Figura A65: Parametros cinéticos para o ensaio 16 (8g/L de extrato de levedura;

5% de CPSL; 3% de SFB; 0,2% de PF68 e 2,7g/L de glicose). A: Monitoramento

da concentracédo e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e
formacéao de lactato.
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Figura A66: Parametros cinéticos para o ensaio 1 (8g/L de extrato de levedura; 1%
de PL; 1% de SFB; 0,1% de PF68 e 2,7g/L de glicose). A: Monitoramento da
concentracao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagao
de lactato.
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Figura A67: Parametros cinéticos para o ensaio 3 (8g/L de extrato de levedura; 1%
de PL; 3% de SFB; 0,1% de PF68 e 2,7g/L de glicose). A: Monitoramento da
concentragao e viabilidade celular; B: Consumo de glicose, glutamina e formagéao
de lactato.
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Tabela A-1: Comparagdo do desempenho dos ensaios controle empregados no

desenvolvimento deste trabalho.

Planejamento Fatorial

A o)
Inéeulo SFO00I| Inéculo Grace + 10% de

SFB
25-1 23 22 23 22

C1 |C2| C1 C2 C1 C2 C1 Cc2 C1 C2
Xme!” (x10°C6l.
Visveis/mL) 40 | - | 81 |146| 48 |166 | 6,4 | 110 9,1 | 17,0
X (x10°c8l.
Viaveis/mL) 90 | - |147|410| 8 |772| 96 |60,0 | 10,4 | 78,0
Viabme™ (%) 80 - 96 66 93 91 92 82 88 95
tmax (1) 0,026| - /0,023/0,019|0,023|0,030|0,018|0,030|0,013|0,034
td (h) 26 - 30 35 29 23 38 23 53 20

(M Concentracdo de células viaveis na fase média exponencial; ¥ Concentragéo de células viaveis
na fase estacionaria;® Viabilidade na fase média exponencial; C1: Ensaio controle em meio Grace

+ 10% de SFB; C2:Ensaio controle em meio Sf900ll.
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Apéndice B

B1: Identificacao da Morte Celular Usando Corantes Fluorescentes em

Microscopia de Fluorescéncia

O método empregado tradicionalmente no acompanhamento da viabilidade
celular € o método de exclusdao por Trypan. Neste método as células mortas
absorvem o corante devido a falhas da membrana celular, enquanto que as
células vivas impedem sua entrada, permanecendo descoloridas (Freshney,
1994). Contudo, este método néo possibilita a distingdo entre as células realmente
capazes de se reproduzir (definidas como viaveis) e as células com a membrana
celular intacta, que podem estar em processo de apoptose ou morte celular

programada.

Com a finalidade de identificar as células realmente viaveis e passiveis de
infeccdo, empregam-se os corante brometo de etidio e laranja de acridina. Este
procedimento foi empregado nos ensaios de adaptacédo celular.O brometo de
etidio e o laranja de acridina, corantes que se intercalam ao DNA celular,
fluorescem sob excitagdo com luz ultravioleta. O laranja de acridina possui a
caracteristica de penetrar no interior celular, independente da integridade da
membrana, enquanto que o brometo de etidio somente penetra em células que

apresentem danos na membrana celular.

Através de um filtro azul e luz ultravioleta, as células coradas com o laranja
de acridina sdo visualizadas em verde, enquanto que as células coradas com o
brometo de etidio sdo visualizadas em laranja. Como o brometo de etidio € um
corante mais potente, sua coloragao encobre a coloragdo do laranja de acridina
quando ambos estdo no interior das células, tornando as células totalmente
coradas em laranja. Com a utilizagdo destes corantes, pode-se observar as
populagdes de células coradas totalmente em verde, apresentando nucleo néo

fragmentado, as células apoptoticas recentes coradas em verde e apresentando
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varios granulos corados em verde brilhante na regido nuclear. Estes granulos
correspondem a cromatina condensada e fragmentada, indicando que a célula ja
entrou em apoptose, mas ainda mantém a integridade de sua membrana. Nesta
fase observa-se a formacao de corpos apoptéticos, que sdo corpusculos celulares
contendo material celular eliminados pela célula. Observam-se ainda as células
apoptaoticas tardias coradas em verde, com os granulos na parte nuclear corados
em laranja. Esta coloragdo dos granulos indica que as células comegaram a
perder a integridade de sua membrana, tornando-se permeaveis ao brometo de

etidio.

Em uma fase mais avangada observa-se que toda a célula se cora em
laranja. Outra caracteristica desta fase é a redu¢do do tamanho celular, devido a
perda de material por meio da eliminagcdo dos corpos apoptoéticos. Também é
observada uma grande contragdo nuclear, originando a formagao de inumeros

corpos celulares altamente condensados.

Nao obstante, observam-se as células necréticas coradas totalmente em
laranja, indicando perda da integridade da membrana. As caracteristicas que
diferenciam estas células das anteriores € que células necréticas nao tém seu
tamanho reduzido, ao contrario, ha uma tendéncia de aumento de volume, nao
apresentando nucleo fragmentado nem condensacdo da regido nuclear. Nao
observa-se a formagao de corpos apoptéticos saindo das células. Este estagio é

muito curto, ocorrendo a lise rapidamente.
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Apéndice C

C1: Titulagao Viral através do Método da Dilui¢ao Final

1. Fazer diluicdes seriadas do virus a ser titulado (10" a 107?) utilizando 12
frascos eppendorfs de 1,5mL de capacidade, empregando 0,9mL do meio de

cultura Sf900Il e 0,1mL de suspensao viral a partir da maior diluigcdo.

2. Marcar numa placa do tipo ELISA com 96 cavidades uma diluigdo por coluna.

3. Semear as células a serem utilizadas (Sf9) na concentragdo de 1x10° células
viaveis/mL em todas as cavidades da placa. Colocar 0,1uL de cultura por

cavidade.

4. Imediatamente, comecando com a menor diluigdo viral (10™*%), adicionar 0,1uL
de amostra viral nas 6 cavidades da fileira marcada para aquela diluicdo. As 6

cavidades serdo utilizadas como ensaios controle (sem infecg&o).

5. Repetir o procedimento para as outras dilui¢cdes virais.

6. Incubar a microplaca, em frasco com ambiente Uumido, em estufa a 28°C.
Verificar as células infectadas através da presenca de poliedros de virus no

nucleo.

7. Calcular a titulagao viral segundo Reed e Muench (1938), descrito no exemplo

a seguir, apresentado na Tabela C1:
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Tabela C1: Exemplo do calculo de Reed and Muench (1938)

Diluig&o Cavidades Com Pelo Menos 50% Das
Células Infectadas (+) Ou Nao (-)
107" + + + + +
107 + + + + +
1077 + + + + +
10™ + + + + +
107 + - + + +
107° - - - - -
10 - - - - -
107° - - - - -
107 - - - - -
107" - - - - -
107" - - - - -
1074 - - - - -

A Tabela C1 mostra os resultados obtidos de uma titulagdo realizada em
microplaca com 96 cavidades. As diluicbes virais foram realizadas em
quintuplicatas. As demais cavidades foram empregadas como controle, ou seja,

sem a infecgao celular por baculovirus.

Para a determinagdo da percentagem de células infectadas as seguintes
variaveis foram definidas: DP (distancia proporcional), A (% com resposta acima
de 50% de infeccdo) e B (% com resposta abaixo de 50% de infeccédo).
Contabilizam-se as cavidades nas quais pelo menos 50% das células foram

infectadas. A Tabela C2 apresenta os resultados obtidos da infecgao.

243



Apéndice

Tabela C2: Determinagcdo das cavidades com pelo menos 50% das células

infectadas
Diluicdo Cavidades Infectadas Cavidades N&o Infectadas
10 6 0
10_5 4 1
10® 0 6

Através do exemplo citado acima e os dados apresentados na Tabela C2

€ possivel calcular a porcentagem de infecgdo, mostrada na Tabela C3.

Tabela C3: Determinagéo da porcentagem de infec¢ao

Diluicéo E?;/:::jae: Cal\:;acctjaejaNSéo % Infectada
10 10 0 100
10” 4 1 80
10°® 0 7 0

A partir dos dados apresentados na Tabela C3 calcula-se a distancia

proporcional (DP) através da Equacéao C1:
DP=(A-50)/(A-B) Equacao C1, na qual
DP =(80-50)/(80-0)=0,375 Equacgéao C2
A dose que fornece 50% de resposta, a TCIDsy, € entdo calculada
empregando-se a Equagéao C3:
log TCIDsp= Dr — DP Equacao C3
na qual, Dr é o log da diluigdo que fornece resposta maior que 50% de infecgéo.
Entéo : logTCIDsp =-5- 0,375 =-5,375 Equacao C4

Obtém-se com isso TCIDsp=10"°3"°

Equacao C5
Assim, o titulo viral ¢ dado por: 2,4x10° TCIDso/100pL = 2,4x10° TCIDso/mL.
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