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RESUMO

Os hibridomas fazem parte de um importante grupo de células com aplicagbes
terapéuticas, principalmente da produgao de biofarmacos, diagndstico de doengas e
na tipagem sanguinea. Este trabalho teve como objetivo desenvolver o cultivo de
células de hibridomas e células de mieloma utilizando a Luffa cylindrica como
suporte para o crescimento celular. O pardmetro utilizado foi o crescimento de
ambas as células no meio de cultura contendo a Luffa cylindrica pré-tratada. Este
pré-tratamento mostrou-se necessario devido a mudanga da cor da agua apos a
fervura da Luffa cylindrica, a agua tornou-se translucida apos a fervura. Observou-se
que a célula de hibridoma cresceu em meio de cultuta DMEM 20% de soro fetal
bovino e mostrou-se arredondada e viavel. Porém, o experimento com as células de
hibridomas teve que ser interrompido devido a inumeras quedas de energia elétrica
da Universidade Federal de Sao Joao Del-Rei. Por outro lado, o experimento obteve
continuidade com a célula de mieloma SP2/1 em meio de cultura DMEM 20% de
soro fetal bovino utilizando a Luffa cylindrica como suporte sélido. Observou-se as

células e elas se mostraram arredonadadas e viaveis.

Palavras chave: Hibridomas; Luffa cylindrica; Mieloma; crescimento celular.
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1 INTRODUGAO

Ha 10.000 anos, antes mesmo de entender a biologia, o0 homem ja utilizava os
microrganismos para producao de vinhos e paes. A producgéo de bebidas alcodlicas
pela fermentacdo de graos de cerais se iniciou em 6.000 a.C pelos sumérios e
babildnicos. Entretanto, estes povos antigos ndo conheciam os mecanismos ou 0s
organismos envolvidos no processo de fermentagéo, o que ficou oculto por mais de
6 milénios. Este desconhecimento perdurou até 1875, quando o cientista Louis
Pasteur demostrou que a fermentacdo era causada pelos microrganismos
denominados leveduras. Anos depois, em 1928, um produto inovador marcou a
medicina, foi a descoberta da penicilina pelo medico francés Alexander Fleming.
Com a descoberta desses adventos a biotecnologia ganhou destaque se tornou
importante e essencial em varias areas da ciéncia (BRUNO, 2014; PEREIRA, 2008).

A biotecnologia € uma area que combina conhecimentos de diferentes campos e
resulta em uma combinacdo de tecnologia e ciéncia. E um conjunto de atividades
baseadas em conhecimento multidisciplinar, que utiliza organismos, células,
organelas e moléculas, que sdo os agentes bioldgicos, para o desenvolvimento ou
otimizagao de processos, tanto para construgédo de inovagdes quanto para resolugao
de problemas (BRUNO, 2014).

Desde a década de 60 do século passado, inumeros avangos tecnoldgicos como a
producdo de anticorpos monoclonais, a metodologia do DNA recombinante e a
criagdo de animais geneticamente modificados estabeleceram novos paradigmas
cientificos. Algumas destas tecnologias fizeram com que a imunologia se tornasse
um ramo importante, deixando de ser descritiva para se tornar explicativa, em

diferentes termos estruturais e bioquimicos (ABBAS et al., 2005).

Sabe-se que o sistema imunolégico € um dos mais complexos dentre os sistemas
dos vertebrados. Ao serem infectados por virus, bactérias ou parasitas o sistema
imune é ativado, reconhecendo esses organismos e os eliminando. O sistema imune

inato, defesa natural ou inata, € o primeiro a reconhecer e destruir organismos

estranhos, € a defesa constituida pela barreira fisica e quimica do corpo, além das
10



células fagociticas e células assassinas naturais. Ja a defesa do sistema adaptativo,
que é a defesa adquirida ou adaptativa, € composta pelos anticorpos, produzidos
pelos linfécitos B (gldbulos brancos) com grande variedade de modelos moleculares
e por linfécitos T, responsaveis pela regulacdo da resposta imunolégica. Os
anticorpos possuem a fungao especifica de identificar antigenos, presentes nos
organismos invasores, e sao proteinas grandes também conhecidas por
imunoglobulinas. Possuem o formato em “Y” e estdo presentes na circulagédo do
sangue e fluidos entre as células, ou seja, estdo no lugar mais susceptivel a

encontrar agentes estranhos, e assim ativar o sistema imune (ABBAS et al., 2005).

A partir das descobertas de Georges Koler e César Milstein em 1984, houve
crescente interesse em pesquisas e produgao de anticorpos, especificamente nos
anticorpos monoclonais que sao produzidos por linhagens de células hibridas de
mamiferos. Estes anticorpos monoclonais possuem alta especificidade e
reprodutibilidade reativa, e possuem aplicagdes como, analises de diagnosticos,
reagentes de tipagem sanguineas e analises biotecnoldgicas. Os hibridomas
constituem na fusdo de duas células, a célula de mieloma que séo células que se
multiplicam indefinidamente e o linfocito B, o resultado desta fusdo € uma célula
secretora de anticorpos monoclonais com alta especificidade ao antigeno de
interesse e capaz de se multiplicar indefinidamente em meio de cultura apropriado
(KOHLER el al., 1975; REICHERT et al., 2005).

Desde os anos 90 foi observada a predominancia da utilizagdo de anticorpos
monoclonais em diversos procedimentos, com crescente interesse pela utilizacdo de
formas humanizadas desses anticorpos, diminuindo a chance de imunogenicidade
quanto ao uso destas moléculas “in vivo”. Entre os anos de 2010 — 2014 observou-
se que entre os 54 biofarmacéuticos aprovados, 27% eram de anticorpos
monoclonais. Isso demostra a relevancia e a aplicabilidade das células de

hibridomas e sua importancia na biotecnologia (WALSH, 2014).

Nos paises desenvolvidos como EUA, Jap&o e varios paises da Europa ja existem
plantas industriais instaladas para a produgao de hibridomas e producdo de
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anticorpos monoclonais. No Brasil existem pesquisadores capazes de utilizar a
tecnologia de fusdo de células para a obtencdo de hibridomas, mas o dominio do
conhecimento para o desenvolvimento de Bioprocessos para a produgdo em larga
escala ainda € muito incipiente. Para que este objetivo seja alcangado, sdo de suma
importancia estudos em escala laboratorial conciliado com conhecimento e inovacéo
tecnologia (WALSH, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho € acompanhar o crescimento de cultura de células de

hibridoma e mielona usando a Luffa cylindrica como suporte sélido.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar o crescimento de células de hibridomas pelo microscépio com a

Luffa como matriz de suporte.

- Analisar o crescimento da célula de mieloma pelo microscopio usando a

Luffa como matriz de suporte em diferentes condi¢des de cultura.

13



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultura de células

No principio do século XX se iniciou o cultivo de células animais “in vitro” como
forma de avaliar o crescimento celular fora do organismo vivo. Os primeiros cultivos
consistiam em cultivar tecidos fragmentados mecanicamente em frascos contendo
os fluidos dos animais de onde provinham os tecidos. Essa técnica foi denominada
de cultivo de tecidos e atualmente € usada genericamente para cultivo de célula,
tecidos e 6rgados (MOLINARO,2009).

Em 1907, Ross Harrison relatou pela primeira vez o crescimento e manutengéo de
células em suspensdo do sistema nervoso por 30 dias, provando que as fibras
nervosas sdo compostas por células nervosas. Durante o experimento, Harrison
tentou mimetizar as necessidades basicas de uma célula e as condi¢gbes assépticas.
(MOLINARO,2009).

Tendo como base os experimentos de Harrison, Alexis Carrel em 1912 realizou o
cultivo de células cardiacas de embrido de galinhas, onde demonstrou que a troca
de nutrientes € essencial para manutencdo das células em cultura por um periodo
maior. Ja Gerorge Gey, em 1951 estabeleceu o cultivo de uma linhagem de células
de tecido tumoral humano chamada de Hela, sendo a mais utilizada até hoje. A
partir de entdo os cientistas passaram a se interessar por esta area e assim foi

introduzido o uso de cultura de células em inumeras pesquisas (MOLINARO,2009).

Atualmente a cultura celular é definida como um conjunto de técnicas que permite a
manutengdo de células ou tecidos “in vitro” sob condigdes controladas de pH,
temperatura, oxigenagdo e nutrientes basicos. Uma vez disponibilizados estes
nutrientes basicos, como por exemplo, sais inorganicos, aminoacidos essenciais e
nao essenciais, vitaminas e glicose, as células podem se adaptar as condig¢des “in
vitro” e passam a sintetizar os outros nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento
(KRETZMER, 2002).

14



O cultivo “in vitro” possui algumas desvantagens relacionadas a perda de
caracteristicas durante seu desenvolvimento. A principal delas é a perda da adeséao
célula-célula, alterando caracteristicas da heterogeneidade e arquitetura
tridimensional do tecido “in vivo”. Contudo, o cultivo celular “in vitro” também possui
vantagens, uma vez que pode ser utilizado como modelo experimental substituindo o
uso de animais, o que favorece um maior controle das condicbes de cultura e

homogeneidade das amostras além da redugao de custos (KRETZMER, 2002).

3.2 Cultura de Células de mamiferos

O cultivo de células de animais teve inicio no final do século XX com a tentativa de
manter pedacos de tecidos em plasmas por dias ou semanas, porém nao obteve
sucesso devido a qualidade do meio de cultura utilizado e as condi¢des estéreis dos
experimentos (KRETZMER et al., 2002).

A cultura de células de mamiferos € limitada em varios aspectos, entre elas
destacam-se o tamanho da célula e a auséncia de parede celular rigida. Essas
particularidades tornam estas células sensiveis e vulneraveis para trabalho, isso
ocorre devido a forgas mecanicas a que elas podem ser expostas (KRETZMER,
2002).

Outro aspecto de dificuldade € o crescimento em biorreatores com agitagédo
mecanica, uma vez que a agitagao inibe esse crescimento. Células em suspenséao
nestes reatores podem ser danificadas pela presenga das bolhas de ar na superficie
do liquido e a velocidade de drenagem do filme em torno da interface gas-liquido
(PAPOUTSAKIS, 1991).

Apesar dessas dificuldades, as células de mamiferos possuem a vantagem de
permitirem a sintese de produtos que nao seriam possiveis por meio de
microrganismos. Para manter suas fungdes bioldgicas, muitas proteinas precisam
passar por uma serie de modificagdes pds-traducionais, que os microrganismos nao
sao capazes de realizar, como por exemplo, glicosilagao, fosforilagao e carboxilagao
(MAINS et al., 1987).
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Atualmente, a capacidade de manipulacdo desse tipo de cultura se expandiu
amplamente. A aplicagdo bem sucedida desta tecnologia possibilita a produgao, por
exemplo, de proteinas terapéuticas e complexas e tem despertado crescente
interesse das empresas biotecnoldgicas (PAVLOU et al., 2005; REICHERT et al.,
2005).

3.3 Anticorpos monoclonais

Imunoglobulinas ou anticorpos sdo proteinas produzidas naturalmente pelo sistema
imunoldgico sintetizado pelas células do linfocito T em resposta a exposigdo a
moléculas estranhas, que sdo denominados antigenos. Estes antigenos possuem o0s
epitopos, que sao porcdes menores e bem definidas dos antigenos reconhecidos
pelo sistema imunoldgico. Anticorpos que reconhecem mais de um epitopo séo
classificados como anticorpos policlonais, ou seja, sdo populagdes heterogéneas de
anticorpos que identificam diferentes antigenos utilizando diferentes receptores. Por
outro lado, anticorpos monoclonais reconhecem apenas um epitopo, sendo de
especificidade unica. Por deste reconhecimento, o sistema imune desenvolve a
resposta humoral, assim as células B se ativam e se diferenciam liberando
anticorpos de mesma especificidade (ABBAS et al., 2005; MURRAYet al., 2014).

Os estudos sobre o reconhecimento individual de epitopos iniciou-se em 1975 com
os pesquisadores Jerne, Milstein e Kohler, que descobriram os anticorpos
monoclonais. Estes anticorpos sdo produzidos por células hibridas obtidas a partir
da fusdo de células B de mamiferos e de células de mieloma. Esta descoberta
revolucionou as pesquisas em imunologia (MURRAY et al., 2014; KOHLERet al,
1975).

A técnica de produgao de células hibridas consiste em imunizar o animal com um
antigeno especifico. Apds imunizagdes seriadas o sistema imunoldégico dos mesmos
produzem linfécitos B especificos para o antigeno de interesse (MURRAY et al.,
2014)
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Os linfécitos B sao isolados do bago e fundidos com células de mieloma, que sao
células que se multiplicam indefinidamente. Apds a fusdo trés situacbes podem
ocorrer que é a presenga de células fundidas, células nao fundidas e células iguais
fundidas entre si. Para eliminar o crescimento de células indesejaveis a fusao é
transferida para um meio seletivo, meio HAT (Hipoxantina-aminopterina-timidina),
onde apenas células hibridas crescem como clones de células unicas (ABBAS et al.,
2015).

Para a produgado de um unico clone é realizada uma ou mais diluicbes seriadas em
placas de pogos para que em cada pogo seja isolado apenas um hibridoma. Em
seguida, cada pogo é testado para a presenga do anticorpo desejado, normalmente
através do teste ELISA indireto (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). Esta
produgdo requer monitoramento constante em todas etapas de produgao,
principalmente os paradmetros como temperatura, pH e tempo (MION, 2014).

Varias etapas laboratoriais sdo necessarias para a producdo de hibridomas
produtores de um determinado anticorpo monoclonal, especifico contra um antigeno

de interesse, como ilustra a figura 1 abaixo.
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Figura 1: Protocolo de produgéo de anticorpo monoclonal.
Fonte: ABBAS et al., 2005 (modificado).
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3.4 Cultura de hibridomas

O estudo de cultura de células de hibridomas vem ocorrendo ha décadas (Kohler,
1975) para que assim possa ser encontrada a melhor forma de crescimento de
células com a produgao de niveis significativos de anticorpos monoclonais. Desde a
descoberta do anticorpo monoclonal por Jerne, Milstein e Kohler, pesquisadores
estudam a melhor composi¢cao do meio e a cinética de crescimento de culturas de
hibridomas em reatores agitados para fins terapéuticos, montagem de kits e

diagndsticos de doengas autoimunes (MION, 2014).

Hibridomas sao células que crescem em suspensao, por isso € interessante o
crescimento em agitacdo, o que possibilita um maior crescimento em menor tempo

de cultura, garantindo maior economia na producéo (MION, 2014).

A cultura de hibridomas pode ser realizada “in vitro”, em frascos de cultura ou em
reatores, ocorre normalmente em suspensdo, porém alcangcam rendimentos
relativamente baixos quando comparados com o crescimento “in vivo”, que sao
realizadas em culturas ascite, que é o crescimento celular realizado na cavidade
peritonial de camundongos. Essa desvantagem ocorre principalmente pela
dificuldade de cultivar hibridomas em reatores devido a sensibilidade da célula a
tensdo de cisalhamento e aos danos causados a parede celular motivado pela
formagao de bolhas no sistema (S.-T.YANG et al., 2004).

A cinética de crescimento de células € particular para cada cultura e varios autores
apresentam a agitagdo como uma influéncia para o crescimento de hibridomas tendo
como vantagem a melhora no transporte de nutrientes ao longo da cultura e oxigénio
para as células, além de remover CO, mais facilmente, comparado com culturas
estaticas. Porém células com auséncia de parede celular sdo mais sensiveis a
choques mecanicos podendo ocasionar estresse mecanico e fendbmeno de
cavitagdo, que € a formacédo de bolhas no liquido levando a ruptura celular
(LEGAZPI et al., 2005).
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Devido a aplicabilidade terapéutica dos anticorpos monoclonais produzidos a partir
de cultura de células de hibridomas, estudos estdo sendo realizados para que se
possa produzi-los ndo apenas em escala laboratorial, mas sim em larga escala. Com
isso é indispensavel o conhecimento da morfologia, metabolismo e viabilidade de
crescimento dessa cultura (LEGAZPI et al., 2005).

3.5 Cultura de células primarias, estabelecidas e células transformadas.

A cultura primaria é aquela que utiliza células provenientes da degradagdo mecanica
ou enzimatica de tecidos. A monocamada formada neste cultivo € constituida pelas
células que sobreviveram ao processo de degradagédo e permaneceram em cultivo
por um determinado periodo de tempo. Esta técnica é empregada para o estudo do
comportamento celular, uma vez que, elas ainda possuem as caracteristicas
genotipicas e fenotipicas do tecido de origem. Devido a manutengdo das
caracteristicas, este cultivo possui um periodo de tempo de vida relativamente curto,
uma vez que as células entram no processo de morte celular devido ao mecanismo
de renovacéo tecidual (MORAES et al., 2008).

A cultura de células estabelecidas € proveniente da manutencdo das células que
conseguiram ser mantidas apos alguns repiques da cultura primaria. A propagagao
dessas células até aproximadamente 80 repiques, permite que o cultivo ainda
mantenha grande parte das caracteristicas do tecido original. Essas células s&o
empregadas em pesquisas e produgao de vacinas (MORAES et al., 2008).

A partir do momento em que as células perdem algumas caracteristicas préprias do
tecido da qual sdo originadas, ou seja, quando elas perdem a semelhanca
morfologica e genética, elas passam a ser denominadas células transformadas. A
transformagado pode ocorrer pela utilizagdo de substancias quimicas, virus ou
agentes fisicos, permitindo que ocorram mutagdes nos genes que controlam o ciclo
celular. Outra forma de se obter as células transformadas € utilizando o tecido ja
mutado, como ocorre em tecidos tumorais. Essa técnica pode ser empregada em
estudos de citotoxidade e controle de qualidade (MORAES et al., 2008).
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3.6 Cultura de células aderidas e em suspensao.

O cultivo de células pode se apresentar de duas formas: aderidas ou n&o aderidas.
As células aderidas sdo aquelas que necessitam de adesdo a uma superficie de
contato para sua proliferagdo. Um exemplo de adesdo € o cultivo em garrafinhas,
onde para que ocorra a ligagao entre célula e superficie € necessario a presencga de
cargas opostas para que ocorra a ligagao eletrostatica célula-superficie, geralmente
a célula possui carga positiva, além de proteinas de adesao e proteoglicanos. As
células aderidas formam as culturas em monocamadas e os nutrientes sdo
fornecidos pelo meio liquido onde elas estdo imersas (MORAES et al, 2008,
Molinaro,2009).

As células ndo aderidas ou em suspensao sao cultivos que nao necessitam de
ancoragem para proliferar e sobreviver, mas precisam estar imersas no meio de
cultura que fornece os nutrientes. Estas culturas sdo as mais indicadas para
aumento de escala, pois possuem algumas vantagens quando comparadas as
culturas em monocamadas. Uma delas é a ndo necessidade de um suporte para
crescer, elas ndo sao limitadas pela superficie de aderéncia, podendo crescer ao
longo das trés dimensdes. Segundo Freshney (1994), possuem outras vantagens
como, menor custo, melhor monitoramento de crescimento celular e facilidade de
controlar parametros (MORAES et al., 2008; MOLINARO, 2009).

3.7 Biorreatores empregados em culturas de células
3.7.1 Biorreatores

Biorreatores podem ser classificados em dois grupos por alguns autores, os que
operam com reagdes quimicas na auséncia de células, sendo denominados reatores
enzimaticos ou 0s que operam com reagdes que ocorrem na presenca de ceélulas
vivas podendo ser denominados reatores bioquimicos. Esses reatores podem conter
biocatalisadores, que tem a fungdo de acelerar as reagdes quimicas envolvidas,
podem ser enzimas, células microbianas, animais ou vegetais. No geral, reatores

sdo vasos projetados para conter reagdes. Esses reatores sdo desenvolvidos para
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aumentar e aperfeicoar processos, tanto laboratoriais quando industriais
(SCHMIDELL et al., 2001).

3.7.1.1Classificacao

Os biorreatores podem ser classificados pela literatura de varias formas, mas
segundo Schmidell et al., (2001) eles podem ser classificados quanto ao tipo de
biocatalizador, a configuragdo deste biocatalizador ou quanto a forma de agitagao.
Dentre as varias classificagdes a mais abrangente é a de Kleinstreuer, que classifica
com base no tipo de biocatalisador, sendo microrganismo aerobio ou anaerdbio e na

configuragao de imobilizagdo ou confinamento em membrana.
I.  Os reatores em fase aquosa sao classificados:
Células/enzimas livres:

o Reatores agitados mecanicamente;
o Reatores agitados pneumatcamente;

o Reatores de fluxo pistonado.
Células/enzimas imobilizadas em suportes:

o Reatores em leito fixo;

o Reatores com leito fluidizado.

Células/enzimas confinadas entre membranas:

o Reatores com membranas planas;

o Reatores de fibra oca.

. Reatores em fase ndo-aquosa — fermentagao semissolida
o Reatores estaticos;
o Reatores com agitagao;
o Reatores com leito fixo;

o Reatores com leito fluidizado gas-sélido.
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Biorreatores em fase aquosa sdo processos submersos e imergidos em um meio
livre que transita por toda cultura do reator. O primeiro biorreator é o de tanques
agitados, ou tanques de mistura, sao reatores agitados mecanicamente e sdo os
reatores mais utilizados na industria, consiste em um reator de tanque cilindrico que
possui agitagdo por insergdo de gas, como mostra afigura 2 (a). A auséncia da
agitacdo mecanica € uma vantagem, pois diminui as tensdes de cisalhamento

causadas pela agitagdo mecanica da turbina de pas planas (SCHMIDELL et al.,

2001).
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Figura 2:Tipos de biorreatores: (a) STR; (b) Coluna de bolhas; (c) Air-lift; (d) Fluxo pistonado; (e) Leito fixo; (f)
Leito fluidizado; (g) Reator com membranas planas; (h) Reator de fibra-oca.
Fonte: SCHIMDELL et al., 2001.
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O tipo airlift sdo reatores de circulagdo pneumatica e possuem duas formas de
escoamento, uma direcionada para cima e outra direcionada para baixo. Possui
injecdo de gas e as bolhas formadas por essa injegdo deslocam o liquido ao longo
do reator. Existem dois tipos de reator airlift, o de circulagao interna e externa, sendo
que a principal diferenga entre eles é o desenho do separador de gas que pode ser
extensdo sem obstaculos ou com obstaculos ao longo do reator, representado na
figura 2 (b e c), respectivamente (PEDRINI, 1997).

No reator de fluxo pistonado, figura 2 (d), ocorre mistura do inéculo e do meio de
cultura no inicio do sistema, sendo que o mecanismo € que o fluxo de cultura ocorra
com velocidade constante, sem mistura no sentido longitudinal. Sem um sistema de
homogeneizagao ocorre grande variagdo de concentragao de nutrientes de células e
produto ao longo do reator (SCHMIDELL et al., 2001).

Outra subdivisdo € a de reatores de forma imobilizada, que sdo muito utilizados
devido a separagédo entre nutrientes e produtos metabdlicos, que ja permite uma
separagao inicial do processo, mas implicam em uma manutengao de uma elevada
concentragdo celular. Possui elevada produtividade, e tem como vantagem a
diminuicdo das tensdes de cisalhamento e de formacdo de bolhas causada pela
injecéo de ar ou gas inerte (SCHMIDELL et al., 2001).

O reator de leito fixo, PBR (Packed Bed Biorrector), consiste em um reator com
movimentagdo quase inexistente, figura 2 (e), pois possui o recipiente cilindrico
preenchido de particulas fixas, como o nome indica, formando assim um leito poroso
por onde o meio reacional escoa, sem ocorrer movimentagdo das particulas
empacotadas. Em contrapartida, os reatores de leito fluidizado ndo possuem as
particulas fixas nem empacotadas ao longo do cilindro, assim as particulas se
movimentam com a passagem do meio, formando o meio fluidizado, figura 2 (f) (Hill,
1977; Fillis, 2001).

A Ultima subdivisdao € a de reatores de fase aquosa tendo células ou enzimas
confinadas, podendo ser em laminas de membrana planas ou em fibra oca. No

reator de membranas planas, figura 2 (g), ha um confinamento fisico na fase sdlida,
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ocasionando a reducao dos obstaculos difusionais, quando comparado aos reatores
com imobilizagéo. Por outro lado, o reator de fibra oca, figura 2 (h), possui vantagens
comparadas com tanques agitados, pois utiliza membranas semipermeaveis
confinando as células e diminuindo as tensdes de cisalhamento causadas pelo fluxo
de ar no sistema, permitindo fluxo de liquido, mas nao o fluxo de células. Esse tipo
de reator € composto por feixes de tubos capilares semipermeaveis, no qual ocorre
fluxo laminar do meio de cultura que diminuem os obstaculos difusivos, sendo ideais

para cultura de células sensiveis a cisalhamento (SCHMIDELL et al., 2001).

Por ultimo, tém-se os reatores de fase semissdlida, que possuem auséncia de meio
livre, possuindo apenas umidade, de acordo com a retengdo do substrato sélido.
Esses reatores sao mais econdmicos, devido a economia de agua, mas apresenta
mais dificuldade no controle das condigbes operacionais, isso quando comparados
aos reatores de fase aquosa (SCHMIDELL et al., 2001).

Os reatores de fase semissolida, que sdo os estaticos ou reatores de bandejas, séo
reatores onde a reagdo ocorre em bandejas, sendo mais dificil controlar a taxa de
transferéncia de oxigénio e as condigbes ambientais do processo. Com isso, 0s
reatores de bandejas sdo substituidos por reatores agitados, para suprir essa
deficiéncia. Os reatores de leito fixo e de leito fluidizado sdo semelhantes ao de fase
aquosa, a diferenca € apenas o meio reacional pela passagem de gas inerte ao
longo do reator (SCHMIDELL et al., 2001).

Esses tipos de biorreatores sao utilizados em diferentes ambientes de crescimento e
diferentes modos de operagdo que contribuem para diferentes rendimentos da
linhagem de cultura estabelecida. De acordo com essa classificacdo, S.-T. Yang et
al., (2004) afirma que o cultivo de células de hibridomas pode ser realizado de forma
suspensa em fase aquosa em biorreatores do tipo: tanques agitados e airlift, e de
forma imobilizada por fibra oca e leito fixo. Na tabela 1 abaixo, observa-se a

comparacgao realizada entre esses modos de operacao (S.-T.Yang et al., 2004).

25



Tabela 1: Comparacgéo de quatro tipos diferentes de reatores usados para cultura de células.

Tanque Air-lift Fibra oca Leito fixo
Agitado
Oxigenagao Agitagéo Insercdo de  Difusdo e media Difusdo e media
mecanica e gas. recirculacao. recirculacao.
insercao de
gas.
Densidade 106- 106- >108 >108
celular (ml™1) 107 107
Danos Alta, por Media Baixa Baixa
celulares por causa da
tensao de agitacédo e
cisalhamento insergao de
gas.
Estabilidade Alta para Alta para Deterioragao por Deterioragao por
da cultura cultura de cultura de causa da causa da
perfuragdo perfuracao obstrucao da obstrugao de
continua. continua. membrana, células e
obstrugao da acumulo de
célula e acumulo  células mortas.
de células mortas.
Potencial para Alta Alta Baixa, mas Alta, mas pode
alta escala limitada pelo ser limitada pelo

fornecimento de

oxigénio.

fornecimento de

oxigénio.

Fonte: S.-T. Yang et al 2004 (modificado).
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3.8 Luffa cylindrica

A Luffa cylindrica € uma planta da familia das Cucurbitaceas, que produz um fruto
cilindrico, alongado e liso, com comprimento que pode variar entre 15 - 100 cm e
diametro entre 8 — 10 cm. Acredita-se que ela é proveniente da Asia, mas foi trazida
pelos portugueses e passou a ser cultivada e utilizada em quase todo territério
brasileiro. Seu fruto, quando seco é conhecido como bucha vegetal, esponja, bucha
lisa ou bucha egipcia (TANOBE et al., 2002; BAL et al., 2004; LUl et al., 1998).

Os frutos desenvolvem uma matriz vascular de rede fibrosa, onde o entrelagamento
€ caracterizado por uma estrutura micro celular com canais continuos de micro poros
ocos, medindo de 10 a 20 um. No inicio da frutificagdo ainda ndo ha a presenca
dessa rede fibrosa, com a diferenciacdo das células do parénquima, as células se
alongam, paralelamente as futuras fibras. Com o crescimento dos frutos, as células
se alongam tanto, que chegam a se conectar com as contiguas, resultado na
formacgado de fibras. A rede fibrosa propriamente dita € desenvolvida no final do
amadurecimento, quando as fibras comegam a ser lignificadas e ha o
desaparecimento gradual da polpa e suco, dando origem a esponja. Nestas
mudancas de fase, o fruto seco se torna amargo, toxico e de acordo com a literatura,
observa-se a presenca de flavonoides, taninos, saponinas e esteroides que
possuem o efeito antimicrobiano.(FLAMBO, 2013; CHEN et al., 2014; ZAMPIERI et
al., 2006; BARROSO et al., 2014).

Figura 3: Fruto da planta Luffa cylindrica amadurecido.
Fonte: Lui, 2015 (modificado).
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A composicdo quimica do fruto seco é de 4,2% de proteina, 1,08% de lipidios,
1,04% de cinzas, 55,78% de fibra e 37,81% de carboidratos. A fibra varia de 50 —
60% de celulose, 25 — 30% de hemicelulose e 10 — 12% de lignina. Esta formulagéo
pode variar de acordo com as condigdes climaticas, do solo e fatores metabdlicos.
Atualmente as principais utilidades atribuidas a este fruto sdo: limpeza geral, higiene
corporal, aplicagdo em artesanato e filtros para piscinas, agua e 6leo. No setor
biotecnolégico a bucha vegetal tem se mostrado um material de suporte promissor
para os pesquisadores. Os pioneiros de sua utilizagao foram Igbal, M e Zafar (1993),
que realizaram experimentos utilizando a bucha vegetal para a imobilizagdo de
células de algas, vegetais superiores, bactérias e fungos. Segundo Dias et al.
(2014), as fibras naturais possuem alta diversidade e baixo custo, sdo atdxicas e ndo
abrasivas, o0 que aumenta o empenho no uso desses suportes. Dentre as fibras
utilizadas a de maior emprego é a bucha vegetal Luffa cylindrica, do género Luffa,
também denominada L.aegyptica. Atualmente L. cylindrica é utilizada na industria
alimenticia, na fabricacdo de biodiesel e para uso medicinal (BARROSO et al., 2014,
OLADOJA, 2009, SAEED E IQBAL, 2013).

Segundo estudos feitos por K.E. Balet al., (2012), a morfologia da L. cylindrica forma
uma rede de corddes fibrosos, com a estrutura micro esponjosa de micro célula,
capaz de conduzir grande quantidade de volume através das fibras, além da
capacidade de absorgdo desempenhando a fungdo de micro reservatério por onde
ocorre o fluxo de material ativo. Essas caracteristicas, juntamente com a procura por
novos materiais para matrizes de suporte para o crescimento celular, tornou a Luffa
um material muito visado.Outra vantagem de sua utilizagcdo € o seu custo e
disponibilidade. O estudo realizado por Dias (2014) comprova as vantagens
descritas por K.E. Bal et al., 2012, uma vez que o emprego da Luffa com suporte se
mostrou favoravel ao crescimento de microrganismos, devido a sua morfologia e
estrutura (vazada e formadora de poros), facilitando os fluxos celulares e
componentes do meio. Além disso, OGBONNA et al., 1994 demostrou que ela
também pode ser utilizada como um veiculo de imobilizagdo biolégica. Para a

utilizacdo da Luffa como suporte, onde o biocatalisador se encontra imobilizado,
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estudos feitos por varios autores propdem diversos tratamentos térmicos e/ou
quimicos para que ocorram mudangas morfologicas, de forma a favorecer ainda
mais a imobilizagdo. A figura 4 exemplifica a mudanca estrutural apés um tratamento
quimico. Nesta figura temos o corte transversal das células fibrosas de L. cylindrica
em dois momentos diferentes, antes do tratamento e apds a lavagem térmica e
imersao em hidroxido de sodio. No tratamento térmico a Luffa é submetido a fervura
por 30 minutos e em seguida ela é lavada e mantida de molho em agua destilada
por 24 horas, por fim é deixada para secar a 70°C em estufa e autoclavada por 15
minutos a 121°C (SAEED, 2013).

Figura 4: Micrografia de um fio fibroso de L. cylindrica: Em a e a’ é um corte transversal com canal central e
células fibrosas ocas. Em b e b’ apds tratamento com acido acético e quitosano.
Fonte: KE Balet al., 2012 (modificado).
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Com base na inovagao proposta de utilizagdo da Luffa para crescimento celular,
inseriu-se a cultura de células de hibridomas em suporte de vegetal Luffa cylindrica
com a finalidade de aumentar a area de crescimento celular de hibridomas e
consequentemente uma maior produgao e liberagdo de anticorpos, uma vez que,
quanto maior a area disponivel por unidade de volume maior sera a dispersao
celular ao longo da cultura e consequentemente maior crescimento celular (AGRA,
2009).
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4 METODOLOGIA

4.1 Célula utilizada
4.1.1 Célula de Hibridoma

Utilizou-se uma célula de hibridoma de rato, produtora de anticorpo anti IL-4, cedida

pelo laboratério de Imunoparasitologia da Universidade Federal de Ouro Preto.

4.1.2 Célula de Mieloma

Utilizou-se também a célula de mieloma SP2/1 cedida pelo LABICEM - Laboratério

de Bioquimica e Imunologia Celular e Molecular do CAP-Campus Alto Paraopeba.

4.2 Manutengao da cultura

Com o objetivo de garantir a sobrevivéncia e a estocagem das células em estudo, as
células foram submetidas a manutengcbes de curto prazo em meio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose (SigmaAldrich®) - DMEM
suplementado com 20% de soro fetal bovino estéril (LGC Biotecnologia). Para
garantir essa manutengéo e inibir o crescimento bacteriano, suplementou-se o meio
DMEM com solugdo de antibidticos contendo Penicilina e Estreptomicina

(SigmaAldrich®©) , de acordo com a especificagdo do fabricante.

4.2.1 Meio de cultura DMEM

O meio de cultura DMEM de crescimento de células de mamifero € amplamente
utilizado no cultivo de células de hibridomas e mielomas. O meio € rico em sais
inorganicos, aminoacidos essenciais e ndo essenciais, vitaminas e fonte de energia

como glicose.
Manutencdo de curto prazo

Realizou-se a manutengao em curto prazo através de repiques consecutivos, onde a

cada semana inoculou-se uma aliquota do cultivo anterior em uma nova cultura com
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meio DMEM a 20% de SFB suplementado com antibiético, seguido de incubagéo em
estufa de C0, (PANASONIC) a 5% e temperatura de 37°C.

4.3 Preparo das culturas
4.3.1 Cultura de hibridomas

Incubaram-se as células de hibridoma em estufa de C0, a 5% e temperatura de
37°C, e observou-se em microscopio invertido, realizando-se repiques quando a
cultura alcangava uma concentracdo celular adequada. Os repiques foram
realizados transferindo-se 5 ml da cultura de células original e 10 ml de meio DMEM
com 20% de soro fetal bovino e antibiético. Complementou-se a garrafa “m&e” com
10 ml de meio DMEM com 20% de soro fetal bovino e antibidtico e entédo se

reservou a mesma como estoque de células.

4.3.2 Cultura de mieloma

Retirarou as células de mieloma fornecidas pelo LABICEM do nitrogénio e colocou-
se o microtubo com as células em banho maria com a dgua em temperatura de
aproximadamente 37°C, adicionou-se 1 ml de células a 12ml de meio DMEM com
20% de soro fetal bovino em dois tubos falcon. Em seguida levarou os dois tubos
balanceados a centrifuga por 10 minutos a 110 x g ,e ao final do processo
descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado celular com 8 ml de
DMEM. Por fim, adicionaram-se antibiotico em ambas as garrafas e incubaram-se as

garrafinhas em estufa de €0, a 5% e temperatura de 37°C.

4.4 Tratamento da Luffa cylindrica

Limpou-se a bucha, retiraram-se as sementes com o auxilio de uma pinga e cortou-

se a mesma em discos planos circulares.

4.4.1 Tratamento para cultura de hibridomas

O tratamento foi feito segundo o protocolo sugerido por Saratele (2013) com

modificagoes, onde ferveu-se a bucha por 45 minutos e lavou-se em seguida com
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agua destilada. Em seguida transferiu-se a bucha para um béquer, autoclavou-se
por 40 minutos a 121°C, e manteve-se a bucha imersa em agua estéril por 24 horas.
Em seguida, levou-se a estufa (NOVA ETICA) para secar por 72 horas a

70°C.Armazenaram-se os discos em temperatura ambiente até serem utilizados

4.4.2 Tratamento para cultura de mieloma

Para a célula de mieloma o tratamento sofreu uma pequena alteragdo, mas
seguindo o mesmo protocolo de Saratele (2013). Neste procedimento, ferveu-se a
bucha por 45 minutos, mas esse processo ocorreu por trés vezes e em cada etapa
lavou-se com agua destilada para retirar 0 excesso de impureza. Deixou-se a bucha
no agitador por 12 a 16 horas para uma melhor remogao das impurezas. Apds esta
etapa colocaram-se os discos em um béquer menor contendo agua esterilizada por
72 horas e a cada 24 horas trocou-se a agua. Por fim, foi retirada a agua e levou-se
a estufa para secar por 72 horas a 70°C. Armazenaram-se os discos em

temperatura ambiente até serem utilizados.

4.5 Montagem dos experimentos
4.5.1 Cultura de hibridomas

Ao atingir a concentragdo de células adequadas as quatro garrafinhas foram

utilizadas para o seguinte experimento, como mostra o fluxograma na figura 5 (a).

Duas placas de petri foram utilizadas com adicdo dos discos de Luffa, sendo
colocados 10 ml de meio DMEM - 10% SFB com antibiotico e 10 ml de meio com
células, figura 5 (b) e as outras duas placas foram preparadas sem adi¢do dos
discos, com adicdo do mesmo volume de meio DMEM - 10% SFB com antibiotico e

10 ml de meio com células figura 5 (c).

Paralelamente duas garrafinhas com adi¢gao do suporte de bucha, sendo colocados
20 ml de meio DMEM 10% SFB e 20 ml de meio de cultura com antibiético, figura 5

(d) e prepararam-se duas garrafinhas de vidro sem adigdo do suporte de bucha com

33



o0 mesmo volume de 20 ml de meio DMEM 10% SFB e 20 ml de meio de cultura com
antibidtico figura 5 (e).

Garrafinha "mae”. - ~ {zarrafinhaz de trabalho.

()

Figura 5: Fluxograma demostrando as etapas de cultivo de hibridomas com e sem bucha. (a) Garrafinha “mée” e
garrafinhas de trabalho; (b) placa de petri com bucha; (c) placa petri sem bucha; (d) garrafinha de vidro com
bucha; (e) garrafinha de vidro sem bucha.

Fonte: Autor

4.5.2 Cultura de mieloma

ApOs o tratamento da Luffa cylindrica cortou-se a mesma em discos menores com
pesos aproximados de 0,0626 gramas, com didmetro aproximado dos pogos da
placa de cultura de 24 pogos, como mostra a figura 6 (b). Em seguida, embalou-se
cada disco com papel aluminio (figura 6 (a)) e autoclavou-se por 30 minutos a

121°C. Armazenaram-se os discos em temperatura ambiente até serem utilizados.
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(k)

Figura 6: (a) Buchas de peso de aproximadamente 0,0626 gramas embaladas individualmente com papel
aluminio; (b) Buchas inseridas na placa de 24 pogos.
Fonte: Autor

4.5.2.1 Preparo de solugbes

Preparou-se uma solugdo de fosfato salino — PBS concentrado 10 vezes utilizando-
se 80 g de NaCl, 2 g de KCl, 14,4 g de NapHPO4 e 2,4 g de KH2PO4 para o volume final de
1 litro. Para o PBS 1x, diluiu-se 100 ml de PBS 10x em 900 ml de agua destilada e
acertou-se o pH para 7,4. Autoclavou-se a solugdo por 15 minutos a 121°C.

Esperou-se esfriar para utiliza-lo.

Também se preparou uma solugdo de albumina 0,5%. Pesou-se 2 g de albumina
bovina e dissolveu-se em 40 ml de agua ultrapura. Em seguida, dentro do fluxo
laminar devidamente limpo, filtrou-se a albumina com o auxilio de um filtro de 0,22

Mm e de uma seringa de 20 ml.

Transferiu-se o conteudo das garrafinhas contendo as culturas de células de
mieloma para dois tubos Falcons de 45 ml. Realizou-se esta etapa dentro do fluxo
laminar depois da assepsia com alcool 70% e ultravioleta por 15 minutos. Em
seguida levara-se os dois tubos balanceados a centrifuga por 10 minutos a 400 x g,
e ao final do processo descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o

precipitado celular com 50 ml de DMEM.
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4.5.2.2 Montagem da placa de 24 pogos

Inseriram-se os discos na placa de 24 pogos com o auxilio de uma pinga
autoclavada. Em seguida, lavou-se a placa para preparar a Luffa para receber a
cultura de mieloma, como mostra a figura 7. Na primeira fileira, como mostra a figura
7, inseriram-se 2 ml de PBS 1X em cada pocgo, na segunda e terceira fileira 2 ml de
SFB puro, na quarta e quinta fileira 2 ml de albumina 0,5%, e na ultima fileira 1 ml
de SFB e 1ml de albumina. Agitou-se suavemente a placa, incubou-se a mesma por
24h a 37 C e retirou-se todo conteudo com o auxilio de uma pipeta. Depois se
inseriu, em cada pogo 2 ml de PBS 1x, agitou-se e retirou-se todo conteudo.
Repetiu-se esta etapa. Por ultimo inseriu-se em cada po¢o 2 ml da solugao de PBS
1x com antibidticos. Agitou-se a placa e retirou-se todo conteudo.

Ao final deste preparo, inseriu-se 2 ml em cada po¢o da ressuspensao de célula em
meio DMEM suplementado com 20 % de soro fetal bovino e solugéo de antibioticos.
A placa foi levada a estufa de €0, a 5% e temperatura de 37°C.

T | ' ' —
PBS 1x SFB puro Albumina  Albumina0,5%
0,5% SFB puro

Figura 7: Esquema de lavagem da placa de 24 po¢os.
Fonte: Autor
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Tratamento da Bucha

Fez-se o tratamento na Luffa cylindrica com o intuito de remover as substancias
téxicas que estao presentes naturalmente na mesma. Sabe-se que a Luffa tratada e
nao tratada apresentam a mesmas condigdes fisicas e as mesmas vantagens para a
cultura, pois sua forma estrutural ndo é alterada. O tratamento da Luffa é realizado
em fungdo da mesma conter substancias inibitdrias ao crescimento celular e com
atividade antimicrobiana, que sao removidas durante o pré-tratamento.
Experimentos iniciais realizados com as células de hibridoma e a Luffa ndo tratada
indicaram a presenga de compostos com atividade citotoxica sobre as células. A
atividade antimicrobiana foi demostrada por Caribé (2008) e Scalia (2015), que
demonstraram que a Luffa operculata, da espécie da Luffa cylindrica, apresenta
atividade antimicrobiana sobre as bactérias Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidi. Apds a primeira
fervura observa-se a agua amarelada, ja na terceira fervura a agua encontra-se

translucida, indicando a remogéo ou degradagao de alguns compostos.

5.2 Cultura de hibridoma

Foi feito o acompanhamento apenas das células nas placas petri com e sem Luffa
cylindrica pelo microscopio invertido (ROBHE) e observou-se o crescimento de
células de hibridomas ao longo da cultura, mas elas ndo estavam aderidas e sim em
suspensao. O experimento teve que ser cancelado, pois ocorram inUmeras quedas
de energia elétrica no campus Alto Paraopeba nos meses de outubro e novembro,
inviabilizando os experimentos. Assim as células ndo tiveram as condigdes
necessarias para manter seu desenvolvimento e crescer, apresentando sinais de

rompimento celular e consequente morte celular.

As culturas de células nas garrafas de vidro nao foram analisadas devido as quedas

de energia, inviabilizando as analises.
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E importante ressaltar que as culturas de hibridomas s&o culturas de longa duragéo.
Para atingir uma densidade adequada para producdo de anticorpos, s&o necessarios
entre 7 a 15 dias de cultura ininterruptos. As quedas recorrentes de energia
impossibilitaram as condigdes minimas para manutengao dos experimentos, levando
ainda a perda dos estoques de seguranca e consequente perda da linhagem celular.
Em fungdo disso, passamos a utilizar as células SP2 nos experimentos

subsequentes.

5.3 Cultura de mieloma

Analisou-se a placa de 24 pocos e observou-se o crescimento da célula de mieloma
com a Luffa tratada, mostrando a aplicabilidade e viabilidade dos experimentos. A
figura 8 mostra a Luffa cylindrica em meio de cultura DMEM suplementado com soro
fetal bovino e solugao de antibidticos e demostra que de acordo com estudos feitos
por K.E. Balet al., 2012, a morfologia da L. cylindrica forma uma rede de corddes
fibrosos, com a estrutura micro esponjosa de micro célula, capaz de conduzir grande
quantidade de volume através das fibras, além da capacidade de absorcao
desempenhando a fungdo de micro reservatorio por onde ocorre o fluxo de material

ativo, como mostra a figura 8.
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Figura 8: Rede de cordées fibrosos da Luffa cylindrical vista por microscopio invertido, 10 x.
Fonte: Autor

Na figura 9, observa-se o crescimento da célula de mieloma na auséncia da Luffa
cylindrica e na figura 10 as células na presenga da Luffa. Observa-se que em ambas
as culturas houve crescimento de células viaveis, demostrando a viabilidade da

cultura de mieloma utilizando a Luffa como suporte sélido de crescimento.
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Figura 9: Crescimento de célula de mieloma na auséncia de Luffa cylindrica vista de microscépio invertido, 10 x.
As setas indicam as células de mieloma em suspenséo.
Fonte: Autor
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Figura 10: Crescimento de células de mieloma contendo a Luffa cylindrica como suporte, vista do microscopio
invertido, 20 x. As setas indicam as células de mieloma em suspensé&o.
Fonte: Autor.
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6 CONCLUSAO

A vantagem da utilizacdo da Luffa cylindrica como suporte para a cultura de células
deve-se ao arranjo de suas fibras e sua elevada porosidade. O arranjo
tridimensional proporcionado pela estrutura da Luffa colabora para o aumento de
area para o crescimento das células, uma vez que o crescimento nido se limita
apenas a superficie que a cultura esta contida, mas sim em todas as dimensdes do
arranjo do suporte da Luffa cylindrica.

A utilizagdo da Luffa cylindria, apos o tratamento adequado, apresentou potencial
para ser utilizada como suporte de crescimento para células de hibridomas e de

mieloma.

Apesar de nado obtermos resultados satisfatérios com as células de hibridomas
devido a consecutivas quedas de energia elétrica, os experimentos terédo
continuidade utilizando as células de mieloma SP2/1 em diferentes condig¢des,
variando parametros como agitagéo e introducéo forgada de ar/ CO;, 5% no sistema.
Esperamos com isso aumentar a troca de nutrientes e a densidade celular,

aumentando assim o rendimento nas culturas de hibridomas.
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