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INTRODUCAO

Com os avancos da biotecnologia e o uso
de células de mamifero como plataforma
de sintese de proteinas terapéuticas
recombinantes, algumas condi¢des tem se
tornado alvo para implementacao de boas
praticas de fabricacdo (BPF), sendo elas:
as caracteristicas da cultura, bem como o
tipo de meio de cultura; sao indicadores
importantes na producdo de biofarmacos
na industria farmacéutica.

Alguns desses parametros podem ser
determinados em escala piloto laboratorial
(frascos shakers e frascos spinner), ou
seja, sado sistemas que permitem a
avaliacdo da cultura e da producéo,
possibilitando o escalonamento do cultivo
e também estabelecendo indicadores
(viabilidade e densidade celular) e bons
parametros para a producdo (temperatura,
concentracdo de CO; e rotacdo por minuto

—rpm.)[1]

Os meios de cultivo sdo de extrema
importancia, visto que oferecem nutrientes
basicos e um ambiente ideal para a
manutencdo osmoética, da temperatura e
troca gasosa. [2] Visando a qualidade do
cultivo, o uso de meios quimicamente
definidos tem auxiliado na padronizacéo
da expressao de proteinas recombinantes,
j& que a eliminagdo de suplementos
decorrente da variacéo de lote para lote do
SFB permite uma avaliagdo mais fina da
producdo e do perfil de glicosilacdo de
certas proteinas recombinantes.

OBJETIVO

Adaptar e comparar a cultura de células
CHO (IPEN-hPRL) adaptada a suspenséao
em diferentes meios de cultivo comerciais
livres de soro fetal bovino e proteinas.

METODOLOGIA

Foi utilizada uma linhagem de células
CHO (IPEN-hPRL) adaptada ao
crescimento em suspensao em meio CHO-
S-SFM I (livre de soro e ATB). Em que
primeiramente foi realizada uma expansao
e criagdo de um seed bank de células
CHO (IPEN-hPRL), conforme protocolos ja
utilizados pelo Centro de Biotecnologia.
Estudos do crescimento foram realizados
em frascos shakers e a adaptacdo ao meio
ExpiCHO™ Expression Medium (Thermo)
comecou com 25% e prosseguiu para 50%
em incubadora a 37°C com 8% CO; e
agitacao de 140 rpm.

Serdo realizadas analises do meio
condicionado e das fragOes resultantes
das etapas de purificacdo da hPRL
mediante  eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% com 0,1% de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), Western
Blotting (WB) e cromatografia liquida de
alto eficiéncia (RP-HPLC).

RESULTADOS

Ao realizar a cultura celular em frascos
spinner percebemos que a concentragao
de células e a viabilidade ndo estava
progredindo como esperado, portanto
iniciamos a cultura em frascos Shaker
contendo 30 ml de meio e
aproximadamente 300.000 cél./ml, este
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por sua vez obteve um melhor
crescimento, visto isso iniciamos a
adaptacdo com 25% e posteriormente
50% de meio ExpiCHO™, percebemos
gue a quantidade de células aumentava e
a viabilidade permanecia em cerca de 90%
por mais tempo, quando comparada ao
meio CHO SFM II. Aliguotas do meio
condicionado foram coletadas para as
analises em SDS-PAGE, WB e RP-HPLC.

CONCLUSOES

Os resultados preliminares, ou seja, da
adaptacdo das células CHO-hPRL até
50% do meio ExpiCHO™ Expression
Medium apresentaram-se promissores,
porém 0s experimentos ficaram
estagnados devido a pandemia e nao foi
possivel obté-los no tempo de vigéncia.
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