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Proteinas Recombinantes — Cinética de Crescimento
Celular e Expressao de rProteinas
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Introdug¢ao a cinética do crescimento celular

Em primeiro lugar: Por que devemos estudar a cinética de crescimento celular?

O conhecimento de parametros cinéticos relacionados ao crescimento
celular fornece subsidios importantissimos para a compreensao de
fendmenos encontrados nas mais variadas areas do conhecimento, como
microbiologia, fisiologia, medicina (ex. oncologia) e processos

biotecnoldgicos.

Jacques L. Monod




Introducgao a cinética do crescimento celular

Em processos biotecnoldgicos, parametros como velocidade especifica
de crescimento, consumo de substrato e e fatores de conversao sao
importantes por diversas razdes. Dentre muitas, podemos destacar:

* Otimizacao ou comparagao entre processos

* Otimizacao ou comparacao entre linhagens

* Identificacao do estado fisiolégico das células

* Controle de processo

* Obtencao de dados necessarios a analise técnico-econbmica e
viabilidade de processos



Fases do crescimento celular

H = Hng ‘

Log iconcentracao celular)

Tempo de cultivo

A — Fase lag, onde as células estao se adaptando ao novo meio (producdo de enzimas,
proteinas, estruturas, etc, necessarias ao crescimento). Crescimento muito pequeno ou nulo.

B — Fase exponencial, onde as células adaptadas crescem a velocidade maxima na condicao
de cultivo.

C — Fase estacionaria, onde a concentracao de substrato cai abaixo de um valor critico necessa-
rio ao crescimento, ou devido ao acumulo de metabdlitos inibidores.

D — Fase de declinio, onde a velocidade de morte celular é maior que a de crescimento.

Fonte: Moraes et al. Tecnologia do cultivo de células animais. Ed. Rocca, (2008)



Velocidades instantaneas e especificas de crescimento

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na analise de evolucao dos valores de
concentracdao de um ou mais componentes do sistema de cultivo em funcao do tempo de fermentacao.

Assim, a velocidade instantanea de crescimento celular esta definida na equacao 1:

po = v LAY (1)
dt At
Onde,
ry = velocidade de crescimento celular (unidades de concentragao celular/tempo)
X, = concentragao de células viaveis
t =tempo

Equacdes semelhantes podem ser descritas para a velocidade de consumo de substrato (r) e de sintese de

produto (rp):
_as
dt

) - )

Ve =
’ dt
Onde,

r = velocidade de consumo de substrato

r = velocidade de sintese do produto

S = concentracao de substrato

P = concentracao do produto



Velocidades instantaneas e especificas (continuagao)

Curvas tipicas de crescimento celular (Xv), consumo de substrato (S) e formacgao do

produto (P)

Células viaveis (Xv)

Produto (P)
\OL

Concentracgao (g/L)

Substrato limitante (S)

Tempo de cultivo (h)

dX
"X T dtV




Velocidades instantaneas e especificas (continuagao)

Durante um determinado intervalo de tempo, a concentracdo de células no interior de um biorreator pode variar
significativamente, o que afeta todas as velocidades de transformagao. Ja a velocidade especifica de crescimento ()
é calculada a partir da velocidade de crescimento celular, dividida pela concentracao celular naquele instante,

e representa melhor a cinética de crescimento daquela populagao.

Lax, 1

BT Tar x,

Onde,

L, = velocidade especifica de crescimento ou taxa especifica de crescimento (1/tempo, ex. h)

Se a viabilidade celular for suficientemente elevada, a velocidade especifica de crescimento pode ser calculada
diretamente da concentrac¢ao celular. Quando a morte celular é expressiva, o valor obtido pela equacao 4 é,

na verdade, a velocidade especifica aparente.

LY =ty — 1, (5)

Onde,
neP, = velocidade especifica aparente de crescimento

Ly = velocidade especifica de morte celular



Velocidades instantaneas e especificas (continuagao)

A velocidade especifica de morte celular pode ser calculada utilizando-se a equacao 6, diretamente a partir de
Dados experimentais de concentragao de células viaveis e mortas.

_ 1 dx,
X, dt

Hy (6)

Onde,
X4 = concentragdo de células mortas

A viabilidade celular pode ser obtida por diferentes métodos como uso de corante (tripan blue), conhecido
como exclusdo por corante, ou mesmo métodos que indiretamente quantificam a lise celular, como a medida
de concentracdo da enzima lactato desidrogenase (LDH).




Log (concentragao celular)
(8

Velocidades instantaneas e especificas (continuagao)

Calculo de u a partir de dados experimentais:

c s Equacionamento:

1 dx, 1

" ' _ s dX, = u.dt
e \ Hx X, di X, y = Hy
|
.

| j—dXV =Idet—>ln(X)—ln(Xo)=th
‘ onV t0

| X
I ln(?j =yt > X=X, exp(,uXt)

0

Tempo de cultivo

Construindo-se uma curva de In Xv versus tempo de cultivo, umax pode ser

obtido a partir do coeficiente angular da curva na fase de crescimento exponencial.



Velocidades instantaneas e especificas (continuagao)

A partir da velocidade especifica pode-se obter o tempo de duplicagdo (t,) na fase de

crescimento exponencial, onde u é constante e atinge seu valor maximo, pode ser descrito
por:

Exemplos de tempos de duplicacao:

% = uX Bactéria (E. coli) 0,3 - 0,9 horas
dt Leveduras 2 — 4 horas
In X2 = t(ts-t,) Células de inseto 15 — 30 horas
X1 CHO 12 — 24 horas
e nz_0693 Vero 24 — 30 horas
17 I

FS-4 50 — 60 horas



Exemplo 1: Tempo de duplicacao para cultura de Hibridoma

Os dados abaixo mostram resultados de crescimento celular de células de hibridoma cultivadas
em batelada descontinua.

Time Cell concentration
(d) (cellsml™! X 1079)
0.0 0.45

0.2 0.52

0.5 0.65

1.0 0.81

1.5 1.22

2.0 1.77

2.5 2.13

3.0 3.55

3.5 4.02

4.0 3.77

4.5 2.20

Com base nos dados experimentais, determinar:

a) A velocidade especifica de crescimento na fase exponencial

b) O tempo de duplicacao (td)

Fonte: Pauline M. Doran. Bioprocess Engineering Principles. Academic Press, (2002)



Exemplo 1 (continuacao):

Time Cell concentration 107 A

(d) (cellsml™! X 1076) _ 1

0.0 0.45 =

0.2 0.52 2

0.5 0.65 =

1.0 0.81 g -

1.5 1.22 E

2.0 1.77 g

2.5 2.13 2

3.0 3.55 o}

35 4.02

4.0 3.77 105 . . — .

45 220 0 1 2 3 4 3
Time (d)

a) Plotando-se os dados em grafico na forma Ln da concentragao celular vs tempo e obtendo-se o coeficiente
angular da curva (desprezando-se os trés ultimos pontos), obtem-se: p., = 0,67 d*!

b) A partir da equacao (7), temos:
In2

t = =10d
“0,67d™

Fonte: Pauline M. Doran. Bioprocess Engineering Principles. Academic Press, (2002)



Velocidades instantaneas e especificas (continuagao)

Da mesma forma como foi visto para o crescimento celular, podemos também definir as velocidades

Especificas de consumo de substrato e a de sintese de produto:

- (_dsj: L) @

X, \ dt) X

v

Onde,
Ls = velocidade especifica de consumo de substrato

p

1 dP_ 1
=——(

) 9)
X, dt X,

Hp =

Onde,
L, = velocidade especifica de sintese do produto



Produtividade

Uma outra forma simples e bastante utilizada de se avaliar o desempenho de um processo fermentativo

diz respeito a produtividade em formacdo de biomassa e produto:

p,=—L —° (15)

Onde,

P, = Produtividade em formagdo de biomassa (g/L/h)
Xf = Concentracdo final de células (g/L)

Xo = Concentracdo inicial de células (g/L)

tf = tempo total ou final de fermentacao (h)

P -P (16)

Onde,

P, = Produtividade do produto (g/L/h)

Pf = Concentracdo final de produto (g/L)

Xo = Concentragdo inicial produto(g/L)

tfr = tempo total ou final de fermentacao (h)



Formulacgoes classicas para crescimento celular, consumo de substratos e
sintese de produtos

Em estudos cinéticos, estabeleceu-se um conjunto de expressdes matematicas capazes de descrever os
fendmenos mais frequentes como limitagdes ou inibicdes do crescimento e da formacao de produtos por
determinados substratos ou produtos. Muitas dessas expressdes nao sao resultado da analise de mecanismos
cinéticos conhecidos e sim expressdoes matematicas com parametros ajustaveis capazes de representar perfis
cinéticos observados experimentalmente.

Crescimento celular limitado pelo substrato:

Equac¢ao de Monod

S S
rX = lumax X (17) ou luX = lumax (18)
ke +S ky+S

Onde,
L., = Maxima velocidade especifica de crescimento celular
ks = constante de limitacao do crescimento pelo substrato S (ou constante de saturagao para o crescimento)

S = concentragao de substrato limitante
X = concentragao celular



Formulagoes classicas (continuag¢ao)

S
ki +S

luX = lumax

Hmax Saturation

N Kinetic
Se S » Ks, entdao g - umax

0.5 pmax

Os dois parametros, (umax e ks), definem a relacdo entre p e

a concentragao de substrato limitante S.

Entretanto, a equacao de Monod leva em conta apenas um Ks

substrato limitante e ndo prevé fendmenos de inibi¢do Substrate Concentration

Sl * Sz
ko +S, kg, +5S, Equagao de Megee (19)

/uX - lumax



Mo, of
cells

Formulagdes classicas (continuagao)

Time

Hs

Hy

Ss
Sy

Log
5, No. of

Cells
82
5

Tme

S Sz Ss Sa Ss



Perfis de formag¢ao do produto: Associado, Parcialmente Associado e Nao Associado ao Crescimento

Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)

Figura 8.5 — Perfis de crescimento celular e sintese de produto para diferentes modelos de producao: (A)
Associado ao crescimento. (B) Associado e nao associado ao crescimento. (C) Nao associado ao crescimento.

Fonte: Moraes et al. Tecnologia do cultivo de células animais. Ed. Rocca, (2008)



Exemplo 2: Perfis cinéticos para producao de anticorpos monoclonais
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igura 8.2 — Perfil cinético tipico (hibridoma). (A) Concentracao e viabilidade celular. (B) Concentrago
fe glicose (GLC) e de lactato (LAC). (C) Concentragao de anticorpo monoclonal (AcMo). (D) Concern
:des de glutamina (GLN) e de amonio (NH;). (F) Velocidade especifica de crescimento (). (F) Concenir
-30 de alanina e glicina. Adaptado de Lee®. Os simbolos correspondem a dados experimentais, e as linha
1 ajuste manual dos dados.). Linhas verticais indicam o instante no qual termina a fase exponencial
crescimento, isto é u, < . |

Fonte: Moraes et al. Tecnologia do cultivo de células animais. Ed. Rocca, (2008)



Importante: Um problema critico encontrado em cultivos de E. coli em altas densidades celulares

é o acumulo de acetato (bacterial Crabtree efect) , além de outros acidos organicos, levando a reducao

da velocidade especifica de crescimento, formacao de biomassa e producao da proteina recombinante.

Dentre as solucdes que estao sendo buscadas para o problema esta a reducao das concentracoes
iniciais de glicose no meio, por exemplo através do uso da batelada alimentada (modo de operacgao
do biorreator) ou mesmo a remoc¢ao do acetado do meio de cultura durante a operacao do biorreator.

Além disso, modificacdes em vias metabdlicas tem sido estudadas visando a reducao do acumulo

de acetato.
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Fgure 2. Key biochemical pathways in E. coli involved in the serobic consumption of glucose and the synthesis of acetate, carbon dioxide and biomass. E. coli consumes
glucose principally by a phosphotransferase system (PTS), which simultaneously generates pyruvate from PEP. Acetate is formed from pyruvate by pyruvate oxidase and
phosphotransacetylase/acetate kinase. PEP carboxylase is the principal 'anaplerotic’ pathway needed to replenish TCA cycle intermediates consumed for biomass
formation. Mot all pathways are indicated.
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Acetate and lactate in growth media are detrimental to the production of Thermus maltogenic
amylase (ThMA}, a heterologous protein, as well as to the growth of recombinant Escherichia
rali. Only 50 mM of acetate or 10 mM of lactate reduced 90% of specific ThMA activity. In this
study, mutant E. coli strains blocked in the ackA-pia or ackA-pta and Idh pathways were created,
characterized, and assessed for their culture performace in 300 L-scale fermentation. The ackA-
pta and Idh double-mutant strain formed significantly less lactate and acetate, and produced a
concomitant increase in the excretion of pyruvate (17.8 mM) under anaerobic conditions. The
ackA-pta mutant strain accumulated significant acetate but had an approximately 2-fold
increase in the formation of lactate. The ackA-pta and ldh double-mutant strain had superior
overall performance in large-scale culture under suboptimal conditions, giving 67% higher cell
density and 66% higher ThMA activity compared with those of the control strain. The double-
mutant strain also achieved a 179% improvement in volumetric ThRMA production.

Keywords: Large-scale bioreactor, maltogenic amylase, metabolically engineered, production,
recombinant protein
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Lactate is one of the key waste metabolites of mammalian cell culture, High lactate levels are caused
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Biorreator de Bancada Tipo Tanque Agitado




Sugestao de video — producao de GFP por E. coli

https://www.youtube.com/watch?v=5eKdZ0dVCCo&t=796s




Exercicio 1 — Em dois experimentos em batelada, foram obtidos os resultados abaixo. Responda
as seguintes questdes com base nesses dados. a) Qual foi a velocidade especifica maxima em
cada experimento? b) Qual é a produtividade de produto global em cada experimento? c) Se
vocé fosse otimizar esse processo, como seria o experimento ideal para obter concentracdes
elevadas de produto?

Experimento (a) Experimento (b)

Tempo(h) X(g/L)  S(g/L}  Plg/L) Tempo(h) X(g/L) S{g/L) P(g/L)
0,0 0,25 168,0 0,15 0,00 0,15 120,0 0,09
1,0 0,29 167,9 0,17 1,00 0,35 1193 0,21
2,0 0,34 167,8 0,20 2,00 0,82 117.,5 0,49
30 0,79 166,5 0,47 3,00 1,92 113 4 115
4,0 1,85 163,4 1,11 4,00 4,49 103,9 2,70
5,0 4,32 156,4 2,59 5,00 10,52 81,6 6,31
6,0 10,11 1398 6,07 6,00 24,60 29,4 14,76
7,0 23,66 101,1 14,19 7,00 30,05 0,0 14,80
8,0 33,57 12,8 20,14 8,00 33,21 0,0 14,90
9,0 4311 455 25,86

10,0 52,65 183 31,59




Curvas obtidas nos experimentos do exercicio 1:
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Disposable Bioreactors — Larga escala




