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“PROCESSO PARA A OBTENGAO DE LINHAGENS DE CELULAS
AVIARIAS DIPLOIDES CONTINUAS, PROCESSO DE REPLICAGAO DE UM
VIRUS EM UMA LINHAGEM DE CELULAS AVIARIAS DIPLOIDES
CONTINUAS E PROCESSO DE PRODUGAO DE PEPTIDEOS E PROTEINAS
RECOMBINANTES”

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencao refere-se ao desenvolvimento e a
fabricagdo de vacinas virais. Em particular, a invengao se refere ao campo da
producgao industrial de vacinas e vetores virais, mais especificamente, ao uso
de linhagens de células de pato derivadas de células-tronco embrionarias que
estdo isentas de um retrovirus enddgeno aviario, para a produgédo de virus e
vetores virais. A invengao € particularmente util para a produgéo industrial de
vacinas virais para evitar a infecgao viral em humanos e animais.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] As vacinas evitam e reduzem de modo eficaz a morte e
doengas provenientes de muitas infecgbes virais, tais como, por exemplo,
gripe, sarampo, caxumba, variola e febre amarela.

[003] Muitas vacinas virais sao atualmente produzidas em ovos
de galinha embrionados ou em fibroblastos de embrido de galinha primario
isolado de embrides de galinha. Contudo, a produgédo de vacina tem sido
ocasionalmente complicada, mediante a contaminagdo inadvertida com os
agentes adventicios que possam ter se originado a partir de substratos de
células aviarias usados para propagar cepas de vacina. De fato, a atividade de
transcriptase reversa (RT), uma indicacdo da presenga de retrovirus, foi
detectada nas vacinas atenuadas vivas derivadas de células de filhote de
passaro que incluem as produzidas pelos fabricantes norte-americanos e
europeus para a febre amarela, sarampo e caxumba (Hussain et al., 2003, J.

Virol 77:1105- 1111; Johnson et Heneine, 2001, J. Virol.,, 75:3605-3612). As
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investigacdes da origem da atividade de RT naquelas vacinas revelaram a
evidéncia de particulas que contém RNA a partir de virus da leucose aviario
enddgeno (ALV-E) e virus aviario endégeno (EAV) (Johnson et Heneine, 2001,
J. Virol 75:3605-3612; Tsang et al., 1999, J. Virol 73:5843-5851; Weissmahr et
al., 1997, J. Virol 71:3005-3012).

[004] Tanto ALV-E como EAV sdo membros de familias de aves
enddgenas presentes na linhagem de germe de galinha. Os ALV-E séo
expressos a partir de ev loci, 0s quais sdo elementos provirais hereditarios.
Com base em suas sequéncias de envelope, os ALV-E séo diferenciados dos
subgrupos A a D e J de ALV, os quais sao infec¢cdes adquiridas de modo
exogénico. Enquanto que os ALVs exdgenos causam diversas doencgas
neoplasticas, tais como, miocardite e osteopetrose em galinhas infectadas, os
ALV-E nado sdo conhecidos como patogénicos para as galinhas. A falta de
potencial oncogénico com infec¢des por ALV-E pode ser atribuida a auséncia
tanto de uma oncogene viral como da atividade de otimizador na repticao
terminal longa endégena (LTR). Mais do que 20 ev loci diferentes tém sido
identificados em galinhas Leghorn brancas (ev-1 a ev-22). As designagdes ev
loci s&o determinadas quando reveladas e sao categorizadas fenotipicamente
em relacdo aos produtos de gene que eles expressam e suas capacidades de
gerar particulas infecciosas. Os fenétipos de ALV-E conferidos pela faixa de ev
loci a partir das particulas infecciosas estrutural e enzimaticamente completas a
estrutural ou enzimaticamente (RT-) defectivas para a expressédo de proteina
viral ndo detectavel. A maioria de ev loci € estruturalmente incompleta e,
portanto, ndo codifica todas as sequéncias necessarias para a produgao de
particulas de virus infecciosas. A linhagem de galinha, denominada ev-0, tem
sido obtida por meio da reproducgao, para que seja resistente ao ALV-E. As
galinhas de linhagem 0 s&do desprovidas de ev loci (isto é, ev-0), mas as

sequéncias provirais EAV estao presentes nas galinhas linhagem 0 de genoma

Petigdo 870190030168, de 28/03/2019, pag. 15/163



3/120

(Dunwiddie e Faras, 1985, Proc Natl. Acad. Sci USA, 82: 5097-5101).

[005] Pouco se tem conhecimento sobre a familia EAV, a qual é
distinta, porém relacionada a familia ALV. Os elementos EAV estéo presentes
em pelo menos 50 cépias por genoma de galinha. Contudo, nenhuma das
sequéncias de EAV conhecidas representa genomas retrovirais intactos e de
comprimento inteiro, € nem EAV infecciosos isolados tém sido ainda
identificados. Contudo, o EAV mostrou-se altamente expresso em células
embrionarias derivadas de género de aves, gallus. Weissmahr et al. (1997, J.
Virol 71:3005- 3012) tém mostrado que as particulas a partir da familia de aves
endogena de EAV sao provavelmente responsaveis por uma grande parte da
atividade de RT de particulas associadas encontrada nos sobrenadantes dos
fibroblastos de embrides de galinha cultivados.

[006] O risco de transmissao inadvertida é particularmente alto
para a vacina de virus atenuado vivo, uma vez que eles ndo podem ser
submetidos a um procedimento de inativacdo e a maioria deles € injetada em
humanos, se desviando, assim, dos mecanismos de prote¢do imunoldgica n&o
especificos. Deste modo, para garantir a seguranga das vacinas para 0 uso
animal e humano, o substrato de células para a producdo de vacina tem que
ser agora testados em relacdo a presenca de retovirus de replicagdo-
competente que poderiam ser passados aos hospedeiros humanos e animais
durante a imunizagédo (WHO technical reports Series, 1994).

[007] Por outro lado, os sistemas de producdo de fibroblastos de
embrido de galinha primarios e ovos de galinha embrionados s&o associados a
diversas limitagdes sérias que incluem:

- 0 processo de fabricagdo consumidor de recursos, incébmodo e
prolongado que exige a aquisicdo e o controle de qualidade de grandes
quantidades de ovos ou CEFs para cada campanha de produgéo individual;

- a necessidade, em muitos casos, do uso dispendioso de
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embrides de galinha livres de patdogenos especificos (SPF);

- 0 risco de suprimento insuficiente de ovos nos casos de
infec¢des epidémicas nos bandos de galinha doadores;

- 0s custos inflacionarios associados ao uso de soro bovino
originario de paises isentos-BSE;

- a incapacidade de usar 0s ovos para a propagacgao de virus que
sao altamente virulentos e letais para as galinhas.

[008] Ha, portanto, uma necessidade urgente em aperfeicoar as
tecnologias atuais de producdo de vacinas virais com base em fibroblastos
embrionarios de galinha ou ovos. O desenvolvimento de plataformas de cultura
celular como uma alternativa para os sistemas de producédo de CEF e ovos
para a fabricacdo de vacinas virais € provavelmente a solugdo promissora e
mais rapida para superar as restricbes de tempo e obstaculos da producéo de
vacinas atual. Além disso, o uso de linhagens de células para a fabricacédo de
vacinas virais, em vez de plataformas de CEF ou ovos, teria as seguintes
vantagens adicionais em conjunto com a seguranga da vacina: aditivos
antibiéticos ndo presentes na formulagdo da vacina; sem a necessidade de
conservantes toxicos (tal como tiomersal); niveis de endotoxina reduzidos,
nenhum problema de alergia aos ovos; nenhum risco de BSE/agente adventicio
mediante a cultura celular em meios livres de soro e proteina; pureza maior da
preparacao de vacina do virus.

[009] Os exemplos de linhagens de células para a produgéo de
vacinas virais sdo MDCK (células derivadas dos rins de cdo Madin-Darby),
PerC6 (células derivadas de células da retina embrionaria humana
geneticamente modificada mediante a insercdo dos genes E1 a partir do
adenovirus humano do tipo 5 desenvolvidas por CRUCELL (Paises Baixos),
VERO (células derivadas de células epiteliais dos rins de macaco-verde

africano (Cercopithecus aethiops) isoladas na universidade de Chiba, em
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Chiba, Japao), BHK21 (células imortalizadas a partir de células dos rins de
filhote de hamster). Nenhuma das linhagens de células disponiveis cumpre
todas as exigéncias industriais, regulatérias e médicas. Por exemplo, a maioria
destas linhagens de células € tumorigénica e existe uma preocupacgao
regulatoria importante quanto ao uso de células tumorigénicas para a producéo
de vacinas humanas; portanto, no momento atual, as autoridades regulatérias
estdo relutantes quanto a aprovacédo dos substratos de células tumorigénicas
para produzir vacinas em massa. Adicionalmente, algumas destas linhagens de
células sdo dependentes de ancoragem, o0 que constitui um sério obstaculo
para a expansao industrial da produgao de vacina.

[010] Portanto, ha uma necessidade de desenvolver linhagens de
células independentes de ancoragem, livres da replicacdo-competente de
retrovirus, que sejam industrialmente compativeis e n&o-tumorigénicas, as
quais sejam suscetiveis a infecgdo por uma ampla faixa de virus. Isto consiste
no propdsito da atual invengéo.

[011] Deste modo, o inventor tem utilizado a vantagem de sua
destreza em biologia de aves e em células-tronco embrionarias aviarias (ES)
para encarregar-se do desenvolvimento de novas linhagens de células de pato
estaveis que possibilitem a replicagéo eficiente de um grande grupo de vacinas
veterinarias e humanas e candidatos a vacina. Mediante a adaptagdo de um
processo patenteado (vide WO 03/076601 e WO 05/007840), o inventor foi
capaz de gerar uma série de linhagens de células de pato bem documentadas
e caracterizadas (isto €, as células dEBx®) que séo derivadas de células ES de
pato, com nenhuma das etapas da imortalizag&o viral, quimica ou genética e
que n&o produzem retrovirus de replicagdo-competente em cultura.

DESCRICAO DA INVENGAO

[012] A atual invencgao fornece um processo para obter linhagens

de células aviarias dipldides continuas, denominadas EBx, derivadas de
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células-tronco embrionarias aviarias (ES), sendo que as ditas linhagens de
células aviarias ndo produzem particulas de retrovirus enddégeno de replicagéo-
competente.

[013] As linhagens de células da invencéo s&o “continuas” devido
ao fato de que tém caracteristicas para serem cultivadas in vitro durante um
periodo de tempo prolongado. Vantajosamente, as células da invengédo s&o
capazes de proliferar por pelo menos 50 geracgdes, pelo menos 75 geragdes,
pelo menos 100 geragdes, pelo menos 125 geragbes, pelo menos 150
geracgdes, pelo menos 175 geragdes, pelo menos 200 geragdes, pelo menos
250 geragbes. As 250 geragdes nao constituem um limite de tempo, devido ao
fato de que as células obtidas ainda estdo vivas e ainda podem ser feitas
passagens por meio de passagens adicionais. Sem se ater a teoria, supbe-se
que as células da invengcdo possam ser cultivadas "continuamente", contanto
que a telomerase seja expressa pelas células. De fato, presume-se que o alto
nivel de expressdo de telomerase de células aviarias da invengdo seja
responsavel pela estabilidade genética (isto €, as células aviarias da invencéo
sao dipldides) e o crescimento celular continuo.

[014] O termo ‘"passagem" significa que a transferéncia da
transplantacdo de células, com ou sem diluicdo, a partir de um vaso de cultura
ao outro. Deve-se compreender que a qualquer tempo as células séo
transferidas de um vaso ao outro, uma determinada por¢ao das células pode
ser perdida e, portanto, a diluicdo das células, se deliberado ou nao, pode
ocorrer. Este termo é sindnimo ao termo 'subcultura’. O numero de passagem é
0 numero de vezes que as células na cultura, que crescem em suspensao ou
em aderéncia, tém sido subcultivadas ou passadas em um novo vaso. Este
termo ndo € sinbnimo de geracdo ou duplicacdo de populagdo, o qual € o
tempo necessario para uma populagdo celular replicar uma vez, isto é,

aproximadamente o0 tempo para cada uma das células de uma populagéo
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replicar. Por exemplo, as células ES de aves da etapa a) da invengéo tém um
tempo de duplicacdo de populagdo (PDT) de cerca de > 40 horas. As células
EBx de aves da invengcdo tém um PDT de cerca de < 30 horas; usualmente
para as células EBx®, ha uma passagem a cada 3 geracgdes.

[015] O termo "dipldide" significa que as células da invengéo tém
duas copias (2n) de cada cromossomo, usualmente um da mae e um do pai.

[016] O fato em que as linhagens de células EBx® aviarias da
invencdo sao continuas e dipldides (isto €, geneticamente estavel) constitui
uma caracteristica unica e notavel, devido ao fato de que estes termos sao
usualmente antagonistas. Deste modo, as células de cancer e/ou células
imortalizadas obtidas por meio de modificacdo genética (transformacédo de
virus, superexpressdo de oncogenes, etc.), fisica (irradiagdo U.V, raio X ou
radiacdo g, etc.) ou quimica sdo células continuas devido ao fato de que s&o
capazes de replicarem indefinidamente em cultura, mas nao sao
geneticamente estaveis pelo fato de que n&o exibem cariétipos poliploides. Por
outro lado, as células primarias, tais como fibroblastos embrionarios de galinha,
MRC5, WI38, os quais sdo células na transformadas, ndo sdo continuas devido
ao fato de que tém um tempo de vida finito apds poucas geragbes, mas s&o
células geneticamente estaveis (isto €, dipldides).

[017] Na presente invengdo, os termos '"lnha de célula" e
"células" serdo usados indistintamente.

[018] O termo "de aves”, "passaro", "aves" ou "ava", para uso na
presente invencdo, é destinado a ter o mesmo significado e sera usado
indistintivamente. "Passaros" se referem a qualquer espécie, subespécie ou
raca de organismo da classe taxonémica "ava’. Em uma modalidade preferida,
"passaros" se referem a qualquer animal da ordem taxondémica:

- "Anseriformes" (isto €, pato, ganso, cisne e associados). A

ordem Anseriformes contém cerca de 150 espécies de passaros em trés
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familias: a Anhimidae (as anhumas), Anseranatidae (0 ganso Magpie) e a
Anatidae, a qual inclui mais de 140 espécies de passaros aquaticos, entre eles,
0s patos, gansos € cisnes. Todas as espécies na ordem sdo altamente
adaptadas para uma existéncia aquatica na superficie de agua. Todos s&o
palmipedes para a natacdo eficiente (embora alguns tenham
subsequentemente se tornado, sobretudo, terrestres).

- "Galliformes" (isto €, galinhas, codornas, peru, faisdo e
associados). O Galliformes é uma ordem que contém a galinha, perus,
codornas e faisdes. Cerca de 256 espécies sao encontradas mundialmente.

"Columbiformes" (isto €, pombo e associados). Os
Columbiformes da ordem dos passaros incluem os pombos e pombas muito
comuns.

[019] Na atual invengdo, o termo "particula retroviral endoégena"
ou "particula de retrovirus enddégeno”, termos que poderiam ser usados
indistintivamente, significa que uma particula retroviral ou retrovirus codificado
por e/ou expresso a partir de sequéncias provirais de ALV-E ou EAV presentes
em alguns genomas de células aviarias. Nos passaros, as sequéncias provirais
de ALV-E s&o conhecidas por estarem presentes no genoma de galinha
doméstica (exceto galinha de linhagem 0), galo selvagem vermelho e faisdo de
Ringneck. Nos passaros, as sequéncias provirais de EAV sdo conhecidas por
estarem presentes em todos os géneros gallus, que incluem galinhas
domésticas, galinha de linhagem 0, galo selvagem vermelho, galo selvagem
verde, galo selvagem cinza, galo do Ceilédo e associados (vide Resnick et al.,
1990, J. Virol., 64:4640-4653).

[020] De acordo com uma modalidade preferida, os passaros da
invencdo s&o selecionados entre os passaros que nao compreendem
sequéncias provirais de ALV-E e EAV em seu genoma. Um versado na técnica

€ capaz de determinar se as sequéncias ALV-E e EAV est&o presentes em um
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genoma de passaro (Johnson e Heneine, 2001; Weissmahr et al., 1996).
Prefere-se que 0 passaro seja selecionado do grupo que compreende
Anseriformes (isto €, pato, ganso, cisne), perus, codornas, codorna japonesa,
galinha d’angola, pavao. Portanto, as células derivadas de tal passaro néo
produzem particulas de EAV e/ou ALV-E enddgenas de replicagdo-competente.
Em uma modalidade preferida, o passaro da presente invengao é selecionado
do grupo que compreende patos, gansos, cisnes, perus, codornas e codornas
japonesas, galinhas de angola e pavbes. De acordo com a modalidade mais
preferida, o passaro € um pato, com mais preferéncia, um pato Muscovy ou
Pekin. De acordo com uma modalidade mais preferida, o passaro é um pato
Pekin. Portanto, a atual invengao fornece um processo para obter linhagens de
células de pato dipldides continuas derivadas de células-tronco embrionarias
(ES), sendo que as ditas linhagens de células de pato na produzem particulas
de retrovirus enddgenas de replicagao-competente.

[021] De acordo com uma segunda modalidade preferida, os
passaros da invengdo sao selecionados entre os passaros que nao
compreendem as sequéncias provirais de ALV-E completas em seu genoma,
mas eventualmente sequéncias provirais de EAV. Um versado na técnica é
capaz de determinar se as sequéncias de EAV e ALV-E completas ou parciais
estdo presentes em um genoma de péassaro (Johnson e Heneine, 2001).
Diversas cepas de galinha tém sido selecionadas por reprodugcdo que nao
contém as sequéncias provirais de ALV-E completas (isto €, cepa ev-0) e,
portanto, ndo produzem retroparticulas ALV-E infecciosas, tais como:

- Galinhas domésticas de linhagem 0 de estoque de aves
domésticas de USDA de East Lansing (cepa ELL-O). As galinhas de linhagem
0 de East Lansing ndo cotem qualquer viral endégeno (ev) loci relacionado a
ALV (Dunwiddie e Faras, 1985).

- Linhagem de DE e PE11 disponiveis junto a Institut National de
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la Recherche Agronomique (Domaine de Magneraud, Surgeres, Franga).

[022] Portanto, as células derivadas de passaros ev-0 nao
produzem n&o produzem particulas de ALV-E endbdgenas de replicagcéo-
competente. De acordo com uma modalidade preferida, o passaro € uma
galinha doméstica de ev-0 (subespécies de Gallus Gallus domesticus), de
preferéncia, selecionadas entre ELL-O, DE e PE11.

[023] Usualmente, as galinhas ev-0 ainda contém a sequéncia
proviral de EAV, mas até agora nenhuns isolados de EAV infeccioso tém sido
identificados. Portanto, a atual invengéo fornece um processo para a obtengéo
de linhagens de células de galinhas dipldides continuas derivadas de células-
tronco embrionarias (ES) de cepas de galinhas ev-0, sendo que as ditas
linhagens de células de galinhas ev-0 ndo produzem particulas de retrovirus
endogenas de replicagdo-competente.

[024] De acordo com uma terceira modalidade, os passaros da
invencao sao selecionados entre os passaros que compreendem sequéncias
provirais de EAV e ALV-E incompletas e/ou completas, em seu genoma, mas
que sao incapazes de produzir retroparticulas de EAV e ALV-E de replicagéo-
competente. Um versado na técnica é capaz de determinar se retroparticulas
nao-infecciosas e/ou infecciosas de EAV e/ou ALV-E s&o produzidas a partir de
células de passaro (Johnson e Heneine, 2001; Weissmahr et al., 1996).
Prefere-se que o passaro seja selecionado do grupo que compreende galinha
livre de patogeno especifico (SPF), de preferéncia, a partir de cepa Valo
(Lohman) ou linhagem 22 (SPAFAS).

[025] O termo "replicagdo-competente” significa que as particulas
retrovirais endégenas séo infecciosas, isto €, que tais particulas retrovirais s&o
capazes de infectar e replicar em células aviarias da invengéo.

[026] O processo de estabelecimento de linhagens de células

aviarias dipldides continuas da invengdo, denominadas EBx®, compreende
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duas etapas:

a) isolamento, cultura e expanséo de células-tronco embrionarias
a partir de passaros que n&o contém sequéncias provirais endogenas
completas, ou um fragmento das mesmas, suscetiveis a produzirem particulas
retrovirais enddgenas de replicagdo-competente, mais especificamente,
sequéncias provirais de EAV e/ou ALV-E ou um fragmento das mesmas, em
um meio de cultura completo que contém todos os fatores que permitem seu
crescimento e na presenga de uma camada alimentadora e suplementada com
soro animal, opcionalmente, o dito meio de cultura completo pode compreender
aditivos, tais como aminoacidos adicionais (isto €, glutamina, aminoacidos n&o
essenciais, etc.), piruvato de sodio, beta-mercaptoetanol, vitaminas, hidrolisado
de proteina de origem nado animal (isto é, yeastolate, hidrolisados vegetais
(soja, trigo, etc.);

b) passagem por meio da modificagdo do meio de cultura, a fim
de obter uma retirada total dos ditos fatores, da dita camada alimentadora, do
dito soro e, opcionalmente, dos ditos aditivos, e obter, ainda, linhagens de
células aviarias em suspensdo ou aderentes, denominadas EBx®, que n&o
produzem particulas de retrovirus endogenas de replicacdo-competente,
capazes de proliferar durante um longo periodo de tempo, em um meio basal
na auséncia de fatores de crescimento exdégeno, camada alimentadora e soro
animal.

[027] A modificagdo do meio de cultura da etapa b) do processo
de estabelecimento de linhagens de células EBx®, a fim de obter uma retirada
total ou progressiva de fatores de crescimento, soro e camada alimentadora,
pode ser feita de forma simultanea, sucessiva ou separadamente. A sequéncia
da desabituacdo do meio de cultura pode ser escolhida entre:

camada alimentadora / soro / fatores de crescimento;

camada alimentadora / fatores de crescimento / soro;
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soro / fatores de crescimento / camada alimentadora:

soro / camada alimentadora / fatores de crescimento:

fatores de crescimento / soro / camada alimentadora;

fatores de crescimento / camada alimentadora / soro.

[028] Em wuma modalidade preferida, a sequéncia da
desabituagao consiste em fatores de crescimento / camada alimentadora /
soro. Em uma modalidade preferida, a retirada de aditivos, tais como piruvato
de sddio, aminoacidos nao essenciais (NNEA), vitaminas, yeastolate, é
executada apdés a desabituacdo de camada alimentadora e antes da
desabituagao de soro. Prefere-se que a retirada de yeastolate seja executada
apos a retirada de piruvato de sédio, NNEA e vitaminas.

[029] De acordo com uma modalidade preferida, as células-
tronco aviarias embrionarias, de acordo com a etapa a) da invengao, sao
coletadas a partir de embrido de aves em oviposi¢éo, isto €, quando o ovo esta
posto. De acordo com Sellier et al. (2006, J. Appl. Poult. Res., 15:219-228), a
oviposi¢éo corresponde aos estagios de desenvolvimento seguintes, de acordo
com a classificagdo de Eyal-Giladi (classificagdo de EYAL-GILADI: EYAL-
GILADI e KOCHAN, 1976, "From cleavage to primitive streack formation: a
complementary normal table and a new look at the first stages of the
development in the chick”. "General Morphology" Dev. Biol. 49:321-337):

pato Muscovy (também chamado de pato Barbari): estagio VI

galinha de angola: estagio VII - VIl

peru: estagio VII-VIII

pato Pekin: estagio VIl

galinha: estagio X

codorna japonesa: estagio Xl

ganso: estagio Xl.

[030] Prefere-se que as células-troco (ES) embrionarias de pato
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da etapa a) sejam obtidas por meio da dissociacao de embridao(des) de pato
Pekin em torno do estagio VIII (oviposi¢do) da classificagdo de Eyal-Giladi. Se
0 ovo colocado coletado na oviposi¢cdo n&o esta desenvolvido o suficiente para
coletar as células-tronco embrionarias, o ovo colocado pode ser, ainda,
incubado entre diversas horas (de um dia para o outro) a um a dois dias para
amadurecer o embrido. De acordo com uma segunda modalidade, as células-
tronco (ES) embrionédrias de pato da etapa a) sdo de um pato Muscovy. Na
oviposicdo, o pato Muscovy nao esta maduro o suficiente devido ao fato que
esta em torno do estagio VI, portanto, o ovo é incubado de um dia para o outro
para amadurecer o ovo até o estagio VIl a X da classificagéo de Eyal-Giladi.

[031] Prefere-se que as células-tronco (ES) embrionarias de
galinha, de preferéncia, a partir de linhagem de galinha ev-0, da etapa a) sejam
obtidas por meio da dissociagcdo de embrido(ées) em torno do estagio X
(oviposicéo) da classificagéo de Eyal-Giladi.

[032] Alternativamente, as células-tronco embrionarias aviarias,
de acordo com a etapa a) da invencgao, sao coletadas do embridao antes da
oviposicao. As limitagdes principais encontradas antes da oviposi¢do consistem
no fato de que o ovo tem que ser removido de forma cirurgica da fémea de ave
doméstica e que a quantidade de células ES por embrido é menos importante.
Além disso, em estagios muito precoces do desenvolvimento de embrides de
aves, as células ES nao estdo bem individualizadas tornando a cultura in vitro
de células ES dificil. Um versado na técnica sera capaz de definir o periodo de
tempo antes da colocag&o do ovo que permite coletar as células ES de aves.

[033] Alternativamente, as células-tronco embrionarias aviarias,
de acordo com a etapa a) da invengdo, podem ser coletadas a partir do
embrido de aves apds a oviposigdo até a incubacgdo. Contudo, as células-
tronco embrionarias aviarias irdo entrar progressivamente na diferenciagcéo

para gerar tecidos diferenciados; portanto, prefere-se coletar ES de aves n&o
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muito depois da colocagdo. Um versado na técnica seré capaz de definir o
periodo de tempo apds a colocagcdo do ovo que permite coletar células-tronco
embrionarias aviarias.

[034] De acordo com outra modalidade, as células da etapa a)
sdo a populacdo de células-tronco embrionarias enriquecidas em células de
germe primordiais (PGC). Com mais preferéncia, as células ES de aves da
etapa a) sdo PGCs purificadas. Em espécies aviarias, as células de germe
primordiais surgem da regido central do blastoderme (Ginsburg e Eyal-Giladi,
1987 Development 101(2):209-19; Karagenc et al, 1996 Dev Genet 19(4):290-
301 ; Petitte et al, 1997 Poultry Sci. 76(8): 1084-92). Ent&o, elas se movem
para um de local extra-embrionario anterior, o germinal crescente, até
coletadas pela vasculatura entre 2,5 e 5 dias de desenvolvimento embrionario
para alcancar a crista germinal. Elas colonizam a crista germinal onde
eventualmente em odcitos ou espermatocitos (Nieuwkoop e Sutasurya, 1979.
The Migration of the primordial germ cells. In: Primordial germ cell in Chordates.
London: Cambridge University Press p113-127). O método para o isolamento
de PGCs a partir de embrides de aves doadoras tem sido relatado na literatura
e pode ser facilmente executado por um versado na técnica (vide, por exemplo,
JP924997, publicada em 7 de setembro de 1993 Pub. n? 05-227947; Chang et
al. 1992. Cell Biol. Int. 19(2): 143-149 ; Naito et al. 1994 Mol. Reprod. Dev. 39:
153-161 ; Yasuda et al. 1992. J. Reprod. Fert. 96: 521-528 ; Chang et al. 1992
Cell Biol. Int. Reporter 16(9). 853- 857). De acordo com uma modalidade, as
PGCs sé&o coletadas a partir do sangue embrionario coletado da aorta dorsal de
um embrido de galinha no estagio 12 a 14 da classificagdo de Hamburger &
Hamilton (Hamburger & Hamilton 1951 A series of normal stages in the
development of chick embryo. J. Morphol. 88: 49-92). Em outra modalidade
preferida, as PGCs foram coletadas a partir do crescente germinal por meio de

dissecagdo mecanica do embrido de galinha ou a partir de gbénadas. Contudo,
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conforme discutido acima, outros métodos para o isolamento de PGCs sé&o
conhecidos e pode ser alternativamente usados.

[035] Estas  células-tronco  embrionarias  aviarias  sdo
caracterizadas pelo fato de que um tempo de duplicagao lento compreende
entre 48 a 72 horas em cultura a 39°C.

[036] Sem se ater a teoria, as condigbes definidas de cultura de
células de células ES de aves, seguida pela desabituagdo progressiva em
fatores de crescimento, camada alimentadora, aditivos e soro, permitem
adaptar e selecionar células que mantém a maioria das caracteristicas
desejaveis de células ES (estabilidade de caridtipo, proliferagcao indefinida,
expressdo de marcadores de ES), mas exibem adicionalmente caracteristicas
industrialmente amigaveis como crescimento em suspensdo até altas
densidades celulares no meio livre de soro. A telomerase constitui um dos mais
importantes marcadores de ES. Devido a expressao de telomerase mantida e
sustentada sobre as passagens de células, a célula EBx® é continua (isto €,
imortais), mas adicionalmente s&o geneticamente estaveis (isto é, dipldides).

[037] Mais especificamente, a presente invengcdo fornece um
processo para a obtencado de linhagens de células aviarias dipldides continuas
derivadas de células ES, sendo que as ditas linhagens de células aviarias nao
produzem particulas retrovirais endégenas de replicacdo-competente, em que
o dito processo compreende as seguintes etapas de:

a) isolamento de embrido(6es) de passaro, de preferéncia, a partir
de pato ou de galinha ev-0, em um estagio desenvolvido compreendendo em
torno do estagio VI da classificagéo de Eyal-Giladi (classificagcao de Eyal-Giladi:
EYAL-GILADI e KOCHAN, 1976, "From cleavage to primitive streack formation
. a complementary normal table and a new look at the first stages of the
development in the chick". "General Morphology" Dev. Biol.,, 49:321-337) e

antes da incubacdo, de preferéncia, em torno da oviposicdo, sendo que o
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genoma do dito passaro ndo contém sequéncias provirais enddgenas
suscetiveis a produzir particulas retrovirais enddgenas de replicagdo-
competente;

b) suspenséo de células-tronco (ES) embrionarias aviarias obtidas
por meio da dissociagao de embrido(6es) da etapa a) em um meio de cultura
basal suplementado com:

- Fator de Crescimento de Insulina 1 (IGF-1) e Fator Neurotréfico
Ciliar (CNTF);

- soro animal; e

- opcionalmente, fatores de crescimento selecionados do grupo
que compreende interleucina 6 (IL-6), receptor de interleucina 6 (IL-6R), Fator
de Célula-tronco (SCF) e Fator de Crescimento de fibroblasto (FGF);

c) semeadura da suspensdo de células ES obtidas na etapa b)
sobre uma camada de células alimentadoras e, ainda, a cultura das células ES
por pelo menos uma passagem;

d) opcionalmente, retirada de todos os fatores de crescimento
selecionados do grupo que compreende IL-6, IL-6R, SCF, FGF do meio de
cultura sobre uma faixa de diversas passagens a partir de 1 a cerca de 15
passagens, de preferéncia, de 3 a cerca de 15 passagens e, ainda, a cultura
das células ES de aves por pelo menos uma passagem. Prefere-se que a
retirada de todos os fatores de crescimento selecionados do grupo que
compreende IL-6, IL-6R, SCF, FGF do meio de cultura, seja executada
simultaneamente durante uma passagem. Usualmente, a retirada de IL-6, IL-
6R, SCF, FGF é executada em torno da passagem 10 a 15;

e) retirada de IGF-1 e CNTF do meio de cultura e, ainda, cultura
das células ES de aves por pelo menos uma passagem. Prefere-se que a
retirada dos fatores de crescimento selecionados do grupo que compreende

IGF-1 e CNTF do meio de cultura, seja executada simultaneamente durante
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uma passagem. Usualmente, a retirada de IGF-1 e CNTF é executada em
torno da passagem n2 15 a n2 25. Alternativamente, a retirada de IGF-1 e CNTF
€ executada pela diminuicdo progressiva sobre diversas passagens (pelo
menos 2 passagens €, aproximadamente, até 15 passagens);

f) diminuicdo progressiva da concentragdo de células
alimentadoras no meio de cultura, a fim de obter uma retirada total da camada
alimentadora apds diversas passagens €, ainda, a cultura das células;

g) opcionalmente, diminuigcdo progressiva da concentracao de
aditivos no meio de cultura, a fim de obter uma retirada total de aditivos apds
pelo menos uma passagem; e

h) opcionalmente, diminuicdo de forma progressiva da
concentragcdo de soro animal no meio de cultura, a fim de obter uma retirada
total de soro animal apds diversas passagens; e

i) obtencdo de Ilinhagens de células aviarias aderentes,
denominadas EBx®, derivadas de células ES capazes de proliferar em um
meio basal na auséncia de fatores de crescimento, camada alimentadora,
opcionalmente, sem soro animal e aditivos, sendo que as ditas linhagens de
células aviarias dipldides continuas n&o produzem particulas de retrovirus
endogenas de replicagdo-competente;

j) opcionalmente, adaptar, ainda, as ditas linhagens de células
EBx® aviarias aderentes as condi¢des de cultura em suspensio. Toda a etapa
de adaptacado de cultura de célula a suspensdo pode acontecer ao longo do
processo de estabelecimento de células EBx®. Por exemplo, com células
EBx® de pato derivadas de células-tronco embrionarias de Muscovy, as células
foram adaptadas ao crescimento em suspensdo antes da retirada da camada
alimentadora. Para as células EBx® de pato (EB24, EB26, EB66) derivadas de
pato Pekin, as células foram adaptadas ao crescimento em suspenséo antes

da retirada de soro animal.
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k) opcionalmente, a subclonagem, ainda, das ditas células EBx®
aviarias, por exemplo, por diluicido limite.

[038] Em uma modalidade preferida, a presente invencéo refere-
se a um processo para a obtencdo de linhagens de células aviarias dipldides
continuas, denominadas EBx®, derivadas de células-tronco embrionarias (ES)
de aves, sendo que as ditas linhagens de células aviarias ndo produzem
particulas de retrovirus enddgenas de replicagdo-competente, e o dito processo
compreende as etapas de:

a) isolamento de embrido(6es) de passaro em um estagio de
desenvolvimento em torno da oviposigédo, sendo que 0 genoma do dito passaro
nao contém sequéncias provirais endogenas suscetiveis a produzir particulas
retrovirais enddgenas de replicagado-competente;

b) suspenséo de células-tronco (ES) embrionarias aviarias obtidas
pela dissociacao de embrido(des) da etapa a) em um meio de cultura basal
suplementado com pelo menos:

- fator de crescimento de insulina 1 (IGF-1) e fator neurotréfico
ciliar (CNTF); e

- soro de mamifero, tal como soro bovino fetal;

c) semeadura da suspensdo de células ES obtidas na etapa b)
sobre uma camada de células alimentadoras e, ainda, a cultura das células ES
por pelo menos uma passagem;

e) retirada de IGF-1 e CNTF a partir do meio de cultura e, ainda, a
cultura das células por pelo menos uma passagem;

f) diminuicdo de forma progressiva da concentracdo de células
alimentadoras no meio de cultura, a fim de obter uma retirada total da camada
alimentadora apds diversas passagens €, ainda, a cultura das células;

g) diminuicao de forma progressiva da concentragao do dito soro

de mamifero no meio de cultura, a fim de obter uma retirada total do soro de
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mamifero apds diversas passagens e:

h) obtencdo de linhagens de células EBx® aviarias aderentes
derivadas de células ES capazes de proliferar em um meio basal na auséncia
de fatores de crescimento, camada alimentadora e soro de mamifero, sendo
que as ditas linhagens de células aviarias dipldides continuas ndo produzem
particulas de retrovirus enddgenas de replicagdo-competente;

i) opcionalmente, adaptar, ainda, as linhagens de células EBx®
aviarias aderentes as condi¢bes de cultura em suspensdo, de preferéncia,
mediante a promo¢éo do crescimento como suspensdo, com mais preferéncia,
0 meio da transferéncia das linhagens de células EBx® aviarias aderentes
obtidas na etapa h) em outro suporte que tenha caracteristica de fixagcédo menor
do que o suporte inicial (isto é, tal como suporte de fixag&o ultra baixo).

[039] A etapa ) de adaptacdo de linhagens de células EBx®
aviarias aderentes as condi¢des de cultura em suspensao, quando realizada,
pode ser efetuada em outra modalidade preferida antes da etapa g) de
diminuicdo de forma progressiva da concentracido de soro de mamifero no
meio de cultura.

[040] Em outra modalidade preferida, o meio de cultura basal na
etapa b) do processo para a obtencdo de linhagens de células aviarias
diploides continuas, de acordo com a presente invencao, € ainda suplementado
com um fator de crescimento selecionado do grupo que compreende
interleucina 6 (IL-6), receptor de interleucina 6 (IL-6R), fator de célula-tronco
(SCF) e fator de crescimento fibroblasto (FGF), e o dito processo compreende
adicionalmente uma etapa d) de:

d) opcionalmente, a retirada de todos os fatores de crescimento
selecionados do grupo que compreende IL-6, IL-6R, SCF, FGF a partir do meio
de cultura e, ainda, a cultura das células ES por pelo menos uma passagem.

[041] Em uma modalidade mais preferida, quando a etapa d) é
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realizada, a etapa e) de retirada de IGF-1 e CNTF a partir do meio de cultura, é
efetuada apds a etapa d) de retirada de todos os fatores de crescimento
selecionados do grupo que compreende IL-6, IL-6R, SCF, FGF a partir do meio
de cultura.

[042] De acordo com a invengao, "meio de cultura basal" significa
um meio de cultura com uma formulagdo de meios classica que permite, por si
propria, pelo menos a sobrevivéncia de células e, até melhor, o crescimento
celular. Os exemplos de meios basais s&o BME (meio basal de Eagle), MEM
(meio minimo de Eagle), meio 199, DMEM (meio de Dulbecco modificado de
Eagle), GMEM (meio Glasgow modificado de Eagle), DMEM-HamF12, Ham-
F12 e Ham-F10, meio de Dulbecco modificado de Iscove, meio 5A de MacCoy,
RPMI 1640, GTM3. O meio basal compreende sais inorganicos (por exemplo:
CaClz, KCI, NaCl, NaHCOs, NaH2P0O4, MgSO4, etc.), aminoacidos, vitaminas
(tiamina, riboflavin, acido félico, pantotenato D-Ca, etc.) e outros componentes,
tais como glicose, beta-mercapto-etanol, piruvato de sodio. Prefere-se que o
meio basal seja um meio sintético. A tabela 1 expde a composi¢cdo de DMEM /
HAM F12:

TABELA 1: FORMULACAO DE DMEM-HAM F12 (MG/L)

Sais inorganicos

Cloreto de calcio anidro 116,60
Nitrato férrico(lll) - 9H-O 0,05
Sulfato férrico(ll) - 7H.0 0,417
Cloreto de potassio 311,80
Sulfato cuprico(ll) - 5H.0 0,0013
Cloreto de magnésio - 6H.0 61,20
Sulfato de magnésio anidro 48,84
Cloreto de sodio 6996,00
Dihidrogénio fosfato de sédio - H2O 62,50
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Dihidrogénio fosfato di-sédio anidro 71,02
Sulfato de zinco - 7H20 0,432
Hidrogénio carbonato de sédio 1200,00

Aminoacidos

L-Alanina 4,45
L-Arginina - HCI 147,50
L-Asparagina - H20 7,50
L-Acido aspartico 6,65
L-Cistina - HCI - H20 31,29
L-Cisteina - 2HCI 17,56
L-Acido glutamico 7,35
L-Glutamina em E15-813 365,00
Glicina 18,75
L-Histidina - HCI - H20 31,48
L-Isoleucina 54 47
L-Leucina 59,05
L-Lisina - HCI 91,25
L-Metionina 17,24
L-Fenilalanina 35,48
L-Prolina 17,25
L-Serina 26,25
L-Treonina 53,45
L-Triptofano 9,02
L-Tirosina 38,70
L-Valina 52,85
Vitaminas

D(+)-Biotina 0,0035
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Pantotenato de D-Calcio 2,24
Cloreto de Colina 8,98
Acido folico 2,65
Mio-Inositol 12,60
Nicotinamida 2,02
Piridoxal - HCI 2,00
Piridoxina - HCI 0,031
Riboflavina 0,219
Tiamina - HCI 217
Timidina 0,365
Vitamina B12 0,68

Outros componentes

D-Glicose anidro 3151,00
Hipoxantina 2,10
DL-68-acido lipdico 0,105
Acido linoléico 0,042
Vermelho de fenol 8,10
Putrescina - 2HCI 0,081
Piruvato de sédio 55,00

[043] Adicionalmente, o meio basal da invengdo pode ser
complementado com aditivos selecionados do seguinte grupo:

- 0,1 a 5 mM de L-glutamina, de preferéncia, entre 2 a 3 mM de L-
glutamina;

- 0,05 a 2 mM de piruvato de sodio, de preferéncia, entre 0,1 mM
a 1 mM de piruvato de sodio;

-0,1 a 2,5 % de aminoacidos n&o essenciais, de preferéncia,

cerca de 1 % de aminoacidos ndo essenciais;
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- 0,1 a 2,5% de vitaminas, de preferéncia, cerca de 1 % de
vitaminas;

- 0,05 a 5 mM de beta-mercapto-etanol, de preferéncia, cerca de
0,16 mM de beta-mercapto- etanol;

- hidrolisado de proteina de origem n&o animal.

[044] Para o estabelecimento de células EBx® de pato da
invengao, prefere-se que 0 meio basal seja complementado com hidrolisado de
proteina de origem nao animal. Os hidrolisados de proteina de origem nao
animal s&o selecionados a partir do grupo que consiste em bactéria triptona,
levedura triptona, hidrolisados vegetais, tais como hidrolisados de soja, ou uma
mistura dos mesmos. Em uma modalidade preferida, os hidrolisados de
proteina de origem nao animais consistem no hidrolisado de levedura. O termo
"hidrolisado" inclui uma digestao enzimatica de extrato de levedura ou peptona
de soja. O hidrolisado pode ser obtido a partir de uma pluralidade de
preparagcdes de extrato de levedura ou peptona de soja, respectivamente, as
quais podem ser, ainda, enzimaticamente digeridas (por exemplo, por meio de
papaina), efou formadas por autdlise, termodlise e/ou plasmolise. Os
hidrolisados podem ser também obtidos comercialmente, tal como Yeastolate,
Hy-Soy, Hy-Yeast 412 e Hi-Yeast 444, a partir de fontes, tais como SAFC
BioSciences (anteriormente JRH) (Lenaxa, KA), Quest International (Norwich,
N.l.), OrganoTechnie S.A. (Franga) ou Deutsche Hefewerke GmbH (Alemanha).
As fontes de extratos de levedura s&o também apresentadas no documento
WO 98/15614. As fontes de hidrolisados de soja e extratos de levedura séo
também apresentadas no documento WOO00/03000. Prefere-se que o0s
hidrolisados usados nos meios da invengcao sejam purificados a partir de uma
fracdo crua, devido ao fato de que as impurezas que poderiam interferir no
cultivo eficiente sdo, de preferéncia, eliminadas durante esta purificagédo,

aperfeicoando, assim, a consisténcia do hidrolisado. A purificagdo pode ser o
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meio de ultrafiltracdo ou cromatografia de Sephadex (por exemplo, com
Sephadex G25, Sephadex G10 ou materiais equivalentes), cromatografia de
troca de ion, cromatografia de afinidade, cromatografia de exclusdo de
tamanho ou cromatografia de “fase invertida”. Prefere-se que a purificagéo seja
executada por meio da ultrafiltracdo com a utilizagdo de um filtro de cut-off de
10kDa. Estes processos sdo conhecidos no campo. Com o uso destes
métodos, as fragdes podem ser selecionadas, as quais contém hidrolisado de
levedura ou soja de peso molecular definidos. Prefere-se que o0s pesos
moleculares médios dos hidrolisados de levedura e soja sejam, de preferéncia,
entre cerca de 220 e 375 daltons. Prefere-se que o hidrolisado de levedura
esteja presente no meio de cultura de célula. O hidrolisado de levedura 50X
(em torno de 200 g/l) obtido, por exemplo, junto a SAFC-BIOSCIENCES (Ref
58902C), esta presente no meio de cultura de célula a uma concentragéo final
que compreende entre cerca de 0,1X a 2X, de preferéncia, cerca de 0,5X a
cerca de 1X no meio de cultura. O hidrolisado de soja pode ser também
adicionado ao meio de cultura de célula. O hidrolisado de soja 50X obtido, por
exemplo, junto a SAFC-BIOSCIENCES (Ref 58903C), é adicionado a uma
concentracdo final que compreende entre cerca de 0,1X a 2X, de preferéncia,
cerca de 1X no meio de cultura. Alternativamente, uma mistura de hidrolisado
de soja e hidrolisado de levedura pode ser adicionada ao meio de cultura de
célula, conforme descrito em US2004/0077086.

[045] De acordo com um meio basal preferido da invengéao,
DMEM-HamF12 que sao complementados com 2 mM de L-glutamina, 1 mM de
piruvato de sédio, 1 % aminoacidos n&o essenciais, 1 % de vitaminas, 0,16 mM
de beta-mercapto-etanol e, opcionalmente, com 1X de hidrolisado de levedura.

[046] O termo "meio de cultura completo" significa um meio de
cultura basal complementado ou n&o, de preferéncia, um meio basal sintético,

suplementado com pelo menos um fator de crescimento e soro animal. O
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exemplo de meio de cultura completo é descrito nos documentos WO
03/076601, WO 05/007840, EP 787180, US 6.114.168, US 5.340.740, US
6.656.479, US 5.830.510 e em Pain et al. (1996, Development 122:2339-2348).
Alternativamente, o meio de cultura completo pode ser um meio condicionado,
de preferéncia, meio condicionado de BRL. A titulo de exemplo, os meios
condicionados de BRL sao preparados de acordo com técnicas reconhecidas
na técnica, tais conforme descritas por Smith e Hooper (1987, Dev. Biol. 121 :1-
9). As células BRL estao disponiveis junto ao numero de acesso ATCC CRL-
1442. O meio condicionado pode ser suplementado com soro animal e fatores
de crescimento exdgenos, conforme descrito abaixo.

[047] O termo "fatores de crescimento", para uso na presente
invencgao, significa o fator de crescimento necessario para a sobrevivéncia € o
crescimento das células ES de aves indiferenciadas em cultura, em um meio
de cultura basal. E possivel distinguir esquematicamente duas familias de
fatores de crescimento: as citocinas e os fatores tréficos. As citocinas s&o
principalmente as citocinas cuja acdo é através de um receptor que €
associado a proteina gp130. Deste modo, o fator inibitério de leucemia (LIF),
interleucina 11, interleucina 6, receptor de interleucina 6, fator neurotréfico ciliar
(CNTF), oncostatina e cardiotrofina tém um modo similar de agdo com o
recrutamento no nivel do receptor de uma cadeia especifica e a combinagao da
citada por ultimo com a proteina gp130 na forma monomérica ou, as vezes,
heterodimérica. Os fatores troficos sao, principalmente, o fator de célula-tronco
(SCF), fator de crescimento de insulina 1 (IGF-1) e fator de crescimento
fibroblasto (FGF), de preferéncia, FGF basico (bFGF) ou FGF humano (hFGF).

[048] O meio de cultura completo, de acordo com a invengéo,
compreende 0 meio de cultura basal, de preferéncia, o meio basal sintético, e
pelo menos uma citocina cuja acado é através de um receptor que esta

associado a proteina gp130 e/ou pelo menos um dos fatores troficos. Prefere-
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se que o meio de cultura completo, de acordo com a invengao, compreenda o
meio basal e pelo menos um fator de crescimento selecionado do grupo que
consiste em fator inibitério de leucemia (LIF), oncostatina, cardiotrofina, fator de
crescimento de insulina 1 (IGF-1), fator neurotréfico ciliar (CNTF), interleucina 6
(IL-6), receptor de interleucina 6 (IL-6R), fator de célula-tronco (SCF), fator de
crescimento fibroblasto (FGF), interleucina 11 (IL-11). De acordo com uma
primeira modalidade preferida, o meio de cultura completo € o meio basal
suplementado com soro animal e com pelo menos IGF-1 e CNTF. De acordo
com uma segunda modalidade preferida, 0 meio de cultura completo € o meio
basal suplementado com o soro animal e pelo menos IGF-1, CNTF, IL-6 e IL-
6R. De acordo com uma terceira modalidade preferida, o meio de cultura
completo € o meio basal suplementado com soro animal e pelo menos IGF-1,
CNTF, IL-6, IL-6R, SCF, FGF. De acordo com outra modalidade, o meio de
cultura completo € um meio de cultura condicionado que compreende os
fatores de crescimento (isto €, expressos por células BRL ou STO, por
exemplo) e, opcionalmente, suplementado com pelo menos um dos fatores de
crescimento exdgenos selecionados no grupo que compreende: LIF, IGF-1,
CNTF, IL-6, IL-6R, SCF, FGF, IL-11. A concentracdo dos fatores de
crescimento IGF-1, CNTF, IL-6, IL-6R, SCF, FGF, IL-11 no meio basal ou no
meio de cultura condicionado é compreendida entre cerca de 0,01 a 10 ng/ml,
de preferéncia, 0,1 a 5 ng/ml e, com mais preferéncia, cerca de 1 ng/ml.

[049] Além disso, o meio de cultura da invencdo pode
compreender adicionalmente antibidticos, tais como, por exemplo,
gentamicina, penicilina e estreptomicina, para evitar a contaminagao
bacteriana. Os antibiéticos podem ser adicionados ao meio de cultura nas
passagens precoces da cultura de células ES. Por exemplo, pode ser
adicionada ao meio de cultura a gentamicina a uma concentragéo final de 10

ng/ml, a penicilina a uma concentragdo final de 100 U/ml e a estreptomicina a
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uma concentracao final de 100 ug/ml. Em uma modalidade preferida, os
antibiéticos ndo sdo adicionados ao meio de cultura durante as ultimas etapas
do processo de estabelecimento de linhagens de células aviarias dipldides
continuas da invengao.

[050] Durante o processo de estabelecimento de células-tronco
embrionarias aviarias da invencdo, as células sdo cultivadas sobre uma
camada de células alimentadoras. Com mais preferéncia, as células
alimentadoras s&o células animais ou linhagens de células cultivadas com o
proposito da cultura de células ES de aves. Alternativamente, as células
alimentadoras podem ser substituidas por fatores de crescimento ligados mais
matriz extracelular. A matriz alimentadora ir4, posteriormente, se referir as
células alimentadoras ou matriz extracelular. Uma matriz alimentadora, para
uso na presente invengdo, € construida de acordo com os procedimentos
conhecidos na técnica. Conforme observado acima, prefere-se que a matriz
alimentadora seja pré-condicionada. O termo "pré-condicionada" significa que a
matriz alimentadora é cultivada na presenga de meios por um periodo de
tempo antes do depdsito de células que se originam a partir dos ovos de aves
fertilizados de disco blastoderme em contato com a matriz alimentadora, por
exemplo, um tempo suficiente para iniciar e estabelecer a produgao, por
exemplo, de fatores de crescimento ou outros fatores pela matriz alimentadora;
usualmente, uma matriz alimentadora é pré-condicionada por meio da cultura
da matriz alimentadora, por si propria, por um a dois dias antes do depésito de
células que se originam a partir dos ovos de aves fertilizados de disco
blastoderme em contato com a matriz alimentadora. Prefere-se que as células
alimentadoras compreendam células de fibroblasto de camundongo. Os
fibroblastos STO s&o preferidos, mas os fibroblastos primarios séo também
adequados. Além disso, enquanto que a presente invencao tem sido descrita

em relagdo ao uso de matrizes alimentadoras de células de camundongo,
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deve-se observar que podem ser usadas as matrizes alimentadoras que
compreendem células de outras espécies de murideos (por exemplo, rato);
outras espécies de mamiferos (por exemplo, espécies unguladas, bovina,
suina); ou espécies aviarias (por exemplo, galinaceo, galinha, peru, pato,
ganso, codorna, faisdo). Em outra modalidade, as células alimentadoras da
invengcao podem ser transfectadas com vetor(es) de expressao que permitem,
por exemplo, a expressao constitutiva de fatores de crescimento, tais como
células STO em SCF de aves. Deste modo, este "alimentador" produz o fator
em uma forma na qual é soluvel e/ou fixado na membrana plasmatica das
células. Portanto, o processo de cultura da presente invengcdo pode
compreender, opcionalmente, o estabelecimento de uma monocamada de
células alimentadoras. As células alimentadoras sdo mitoticamente inativas
com o uso de técnicas padrdo. Por exemplo, as células alimentadoras podem
ser expostas a radiacdo gama ou X (por exemplo, 4000 rads de radiagéo
gama) ou podem ser tratadas com mitomicina C (por exemplo, 10 pg/ml por 2 a
3 horas). Os procedimentos para a inativagéo de células de modo mitético séo
também detalhados na informacgao tipicamente enviada com as células a partir
da colegdo de culturas do tipo americana (American Type Cultura Collection
(ATCC)), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110-2209 (por
exemplo, as células alimentadoras STO est&o disponiveis sob 0 numero de
acessao ATCC 1503). As monocamadas podem, opcionalmente, ser cultivadas
a cerca de 80 % de confluéncia, de preferéncia, a cerca de 90 % de confluéncia
e, com mais preferéncia, cerca de 100 % de confluéncia. Enquanto que a
configuracdo das células alimentadoras, como uma monocamada, € a
configuracdo preferida para a cultura, observa-se que qualquer configuracéo
adequada esta dentro do escopo da presente invengdo. Deste modo, observa-
se, por exemplo, que as camadas, monocamadas, agrupamentos, agregados

ou outras associagdes ou grupos de células alimentadoras incluem-se no
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escopo da presente invencgao e incorrem no significado do termo “matriz”.

[051] O meio de cultura da invengédo é suplementado com soro
animal. Prefere-se que o soro animal usado seja soro animal fetal. O soro
bovino fetal é preferido. Além disso, enquanto que a presente invengdo tem
sido descrita em relagdo ao uso do soro bovino fetal, deve-se observar que
pode ser usado o0 soro animal que compreende soro a partir de outras espécies
animais (por exemplo, galinha, cavalo, porco, ungulado, etc.). A concentragcao
final de soro animal no meio de cultura € compreendido entre
aproximadamente 1 a 25 %, de preferéncia, entre 5 % a 20 %, com mais
preferéncia, entre 8% e 12 %. Na modalidade preferida, a concentracdo final de
soro animal no meio de cultura € de aproximadamente 10 %. De acordo com
uma modalidade preferida, 0 meio de cultura compreende aproximadamente 10
% de soro de bezerro fetal.

[052] Em uma primeira modalidade preferida, o passaro da
presente invencdo é selecionado da ordem de Anseriformes e €, de preferéncia,
um pato, com mais preferéncia, um pato Pekin e, com mais preferéncia, cepa de
pato Pekin GL30 ou M14. De acordo com uma segunda modalidade preferida, o
passaro da presente invencdo € um pato Muscovy. Portanto, a atual invengéo
fornece um primeiro processo para a obtengdo de linhagens de células de pato
dipléides continuas derivadas de células-tronco embrionarias (ES), sendo que as
ditas linhagens de células de pato ndo produzem particulas de retrovirus
enddgenas de replicacdo-competente, e o dito processo compreende as etapas
de:

a) isolamento de embrido(des) de pato em oviposicdo (isto €,
colocagéo do ovo) um pouco antes ou apds a oviposi¢do. Opcionalmente, o
ovo pode ser incubado, usualmente de um dia para o0 outro, para amadurecer
(isto &, pato Muscovy);

b) suspenséo de células-tronco (ES) embrionarias de pato obtidas
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por meio da dissociagao de embrido(6es) da etapa a) em um meio de cultura
basal suplementado com fator de crescimento de insulina 1 (IGF-1 ), fator
neurotréfico ciliar (CNTF), interleucina 6 (IL-6), receptor de interleucina 6 (IL-
6R), fator de célula-tronco (SCF) e fator de crescimento fibroblasto (FGF) e
soro animal;

c) semeadura da suspensdo de células ES obtidas na etapa b)
sobre uma camada de células alimentadoras e, ainda, a cultura das células ES
de pato por pelo menos 1 passagem;

d) retirada de todos os fatores de crescimento selecionados do
grupo que compreende IGF-1, CNTF, IL-6, IL-6R, SCF, FGF, a partir do meio
de cultura, sobre uma faixa de 1 a cerca de 15 passagens, de preferéncia,
simultaneamente sobre uma passagem, e, ainda, a cultura das células ES de
pato por pelo menos uma passagem;

f) diminuicdo de forma progressiva da concentracdo de células
alimentadoras no meio de cultura, de uma passagem a outra, a fim de se obter
uma retirada total de camada alimentadora apds diversas passagens, de
preferéncia, apds cerca de 5 a cerca de 25 passagens €, ainda, a cultura das
células;

g) opcionalmente, a diminuicdo de forma progressiva da
concentragdo de soro animal no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada
total de soro animal apds diversas passagens; e

h) obtenc&o de linhagens de células de pato aderentes derivadas
de células ES, denominadas EBx® de pato, capazes de proliferar em um meio
basal na auséncia de fatores de crescimento, camada alimentadora,
opcionalmente, sem soro animal, sendo que as ditas linhagens de células de
pato diploides continuas nao produzem particulas de retrovirus enddégenas de
replicacdo-competente;

i) opcionalmente, adaptar, ainda, as linhagens de células de pato
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aderentes as condi¢des de cultura em suspensao. Os aditivos ao meio basal
sdo retirados durante o processo e, de preferéncia, entre as etapas f) e g) ou
entre as etapas g) e h).

[053] A concentragdo de soro animal na etapa b) é, de
preferéncia, de 5 a 10 %. A concentragdo com fator de crescimento de insulina
1 (IGF-1), fator neurotrofico ciliar (CNTF), interleucina 6 (IL-6), receptor de
interleucina 6 (IL-6R), fator de célula-tronco (SCF) e fator de crescimento
fibroblasto (FGF) &, de preferéncia, de cerca de 1 ng/ml.

[054] A atual invencdo fornece também um segundo processo
para a obtencdo de linhagens de células de pato dipldéides continuas derivadas
de células-tronco embrionarias (ES), sendo que as ditas linhagens de células
de pato ndo produzem particulas de retrovirus enddgenas de replicagao-
competente, e o dito processo compreende as etapas de:

a) isolamento de embrido(ées) de pato em oviposigdo (isto €,
colocagéo do ovo) um pouco antes ou apds a oviposi¢éo. Opcionalmente, o
ovo pode ser incubado, usualmente de um dia para o outro, para amadurecer
(isto é, pato Muscovy);

b) suspenséo de células-tronco (ES) embrionarias de pato obtidas
por meio da dissociagao de embrido(6es) da etapa a) em um meio de cultura
basal suplementado com IGF-1, CNTF, IL-6, IL-6R, SCF e F e soro animal;

c) semeadura da suspensdo de células ES obtidas na etapa b)
sobre uma camada de células alimentadoras e, ainda, a cultura das células ES
de pato por pelo menos 1 passagem;

d) retirada de todos os fatores de crescimento selecionados do
grupo que compreende IL-6, IL-6R, SCF, FGF a partir do meio de cultura sobre
uma faixa de 1 a cerca de 15 passagens, de preferéncia, simultaneamente
sobre uma passagem, e, ainda, a cultura das células ES de pato por pelo

menos uma passagem,
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e) retirada dos fatores de crescimento IGF-1 e CNTF a partir do
meio de cultura sobre uma faixa de 1 a cerca de 15 passagens, de preferéncia,
simultaneamente sobre uma passagem, e, ainda, a cultura das células ES de
pato por pelo menos uma passagem;

f) diminuicdo de forma progressiva da concentracdo de células
alimentadoras no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada total de
camada alimentadora ap6s diversas passagens, de preferéncia, apos cerca de
5 a cerca de 25 passagens e, ainda, a cultura das células;

g) opcionalmente, a diminuicdo de forma progressiva da
concentracdo de soro animal no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada
total de soro animal apds diversas passagens; e

h) obtenc&o de linhagens de células de pato aderentes derivadas
de células ES, denominadas EBx® de pato, capazes de proliferar em um meio
basal, na auséncia de fatores de crescimento, camada alimentadora,
opcionalmente, sem soro animal, sendo que as ditas linhagens de células de
pato diploides continuas nao produzem particulas de retrovirus endoégenas de
replicacdo-competente;

i) opcionalmente, adaptar, ainda, as linhagens de células de pato
aderentes as condigbes de cultura em suspensdo. Os aditivos ao meio basal
sdo retirados durante o processo e, de preferéncia, entre as etapas f) e g) ou
entre as etapas g) e h).

[055] A concentragdo de soro animal na etapa b) é, de
preferéncia, de 5 a 10 %. A concentracédo de IGF-1, CNTF, IL-6, IL-6R, SCF e
FGF é, de preferéncia, de cerca de 1 ng/ml.

[056] A atual invencdo fornece também um terceiro processo
para a obtenc&o de linhagens de células de pato dipldides continuas derivadas
de células-tronco embrionarias (ES), sendo que as ditas linhagens de células

de pato ndo produzem particulas de retrovirus enddgenas de replicagdo-
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competente, e o dito processo compreende as etapas de:

a) isolamento de embrido(ées) de pato em oviposicdo (isto €,
colocagéo do ovo) um pouco antes ou apds a oviposi¢cado. Opcionalmente, o
ovo pode ser incubado, usualmente de um dia para o outro, para amadurecer
(isto &, pato Muscovy);

b) suspensao de células-tronco (ES) embrionarias de pato obtidas
por meio da dissociagao de embrido(6es) da etapa a) em um meio de cultura
basal suplementado com fator de crescimento de insulina 1 (IGF-1 ), fator
neurotréfico ciliar (CNTF) e soro animal;

c) semeadura da suspensdo de células ES obtidas na etapa b)
sobre uma camada de células alimentadoras e, ainda, a cultura das células ES
de pato por pelo menos 1 passagem;

d) retirada dos fatores de crescimento IGF-1 e CNTF, a partir do
meio de cultura, sobre uma faixa de 1 a cerca de 15 passagens, de preferéncia,
simultaneamente sobre uma passagem, e, ainda, a cultura das células ES de
pato por pelo menos uma passagem;

f) diminuicdo de forma progressiva da concentragdo de células
alimentadoras no meio de cultura a fim de se obter uma retirada total de
camada alimentadora ap6s diversas passagens, de preferéncia, apos cerca de
5 a cerca de 25 passagens e, ainda, a cultura das células;

g) opcionalmente, diminuicdo de forma progressiva da
concentracdo de soro animal no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada
total de soro animal apds diversas passagens; e

h) obtencdo de linhagens de células de pato aderentes derivadas
de células ES, denominadas EBx® de pato, capazes de proliferar em um meio
basal na auséncia de fatores de crescimento, camada alimentadora,
opcionalmente, sem soro animal, sendo que as ditas linhagens de células

aviarias dipléides continuas n&o produzem particulas de retrovirus enddgenas
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de replicagao-competente;

i) opcionalmente, adaptar, ainda, as linhagens de células EBx® de
pato aderentes as condi¢des de cultura em suspenséo.

[057] Os aditivos ao meio basal s&o retirados durante o
processo e, de preferéncia, entre etapas f) e g) ou entre as etapas g) e h).

[058] A concentracao de soro animal na etapa b) €, de preferéncia,
de 5 a 10 %. Prefere-se que a concentracéo de IGF-1 e CNTF seja de cerca de 1
ng/mil.

[059] Uma vez que as linhagens de células de pato de
suspensao ou aderente tenham sido obtidas, o processo da invengcao pode
compreender também a etapa adicional de adaptacédo das células EBx® de
pato para o crescimento no meio de cultura de célula, sem o hidrolisado de
proteina de origem n&o animal, tal como hidrolisados de levedura.

[060] Prefere-se que as linhagens de células EBx® de pato da
invencao n&o exibam a atividade de transcriptase reversa por meio da analise
Q-PERT. Além disso, nenhumas particulas de retrovirus endogenas de
replicacdo-competente s&o produzidas pelas células EBx® de pato, conforme
demonstrado pelos experimentos de co-cultura de células EBx® de pato da
invencdo, com células de replicagdo-competente de ALV, tais como células
QT6 de codorna ou células DF1 de galinha. Adicionalmente, a analise de
microscopia eletronica de transmissdo (TEM) demonstra também a auséncia
de particulas de retrovirus enddgenas de replicacdo-competente em células
EBx® de pato. Prefere-se que a linhagem de célula EBx® de pato da invengéo
seja selecionada entre pato EB24, pato EB26 e pato EB66, conforme descrito
daqui por diante.

[061] Em outra modalidade preferida, o passaro da presente
invencéo é selecionado da ordem dos Galliformes e, com mais preferéncia, &

uma galinha, de preferéncia, uma galinha doméstica ev-0 (subespécies Gallus
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Gallus domesticus). Portanto, a atual invengéo fornece um processo para a
obtencdo de linhagens de células de galinha doméstica ev-O dipldides
continuas derivadas de células-tronco embrionérias (ES), sendo que as ditas
linhagens de células de galinha doméstica ev-0 n&o produzem particulas de
retrovirus ALV-E endégenas de replicacdo-competente e o dito processo
compreende as etapas de:

a) isolamento de embrido(ées) de galinha doméstica ev-0 em
oviposicdo (isto €, colocagdo do ovo) um pouco antes ou apos a oviposi¢ao;

b) suspensdo células-tronco (ES) embrionarias de galinha
doméstica ev-0 obtidas por meio da dissociagdo de embrido(ées) da etapa a)
em um meio de cultura basal suplementado com IGF-1, CNTF, IL-6, IL-6R,
SCF e FGF e soro animal;

c) semeadura da suspensdo de células ES obtidas na etapa b)
sobre uma camada de células alimentadoras e, ainda, a cultura das células
(ES) de galinha doméstica ev-0 por pelo menos 1 passagem;

d) retirada de todos os fatores de crescimento selecionados do
grupo que compreende IGF-1, CNTF, IL-6, IL-6R, SCF, FGF, a partir do meio
de cultura, sobre uma faixa de 1 a cerca de 15 passagens, de preferéncia,
simultaneamente sobre uma passagem, e, ainda, a cultura das células (ES) de
galinha por pelo menos uma passagem;

f) diminuicdo de forma progressiva da concentracdo de células
alimentadoras no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada total de
camada alimentadora ap6s diversas passagens, de preferéncia, apos cerca de
5 a cerca de 25 passagens, €, ainda, a cultura das células;

g) opcionalmente, a diminuicdo de forma progressiva da
concentragdo de soro animal no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada
total de soro animal apés diversas passagens €

h) obtenc&o de linhagens de células de galinha doméstica ev-0
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aderentes derivadas de células ES, denominadas EBx ev-0O, capazes de
proliferar em um meio basal na auséncia de fatores de crescimento, camada
alimentadora, opcionalmente, sem soro animal, sendo que as ditas linhagens
de células aviarias diploides continuas ndo produzem particulas de retrovirus
ALV-E endodgenas de replicagado-competente;

i) opcionalmente, adaptar, ainda, EBx ev-0 de linhagens de
células aviarias aderentes as condi¢gbes de cultura em suspensao.

[062] Os aditivos ao meio basal séo retirados durante o processo
e, de preferéncia, entre as etapas f) e g) ou entre as etapas g) e h)

[063] A concentragdo de soro animal na etapa b) é, de
preferéncia, de 5 a 10 %. Prefere-se que a concentragéo de IGF- 1, CNTF, IL-
6, IL-6R, SCF e FGF seja de cerca de 1 ng/ml.

[064] A atual invencdo fornece também um segundo processo
para a obtencdo de linhagens de células de galinhas domésticas ev-0 dipldides
continuas derivadas de células-tronco embrionarias (ES), sendo que as
linhagens de células de galinhas domésticas ev-0 ndo produzem particulas de
retrovirus ALV-E enddgenas de replicagdo-competente, e o dito processo
compreende as etapas de:

a) isolamento de embrido(ées) de galinha doméstica ev-0 em
oviposicao (isto €, colocagdo do ovo), um pouco antes ou apdos a oviposi¢ao;

b) suspensdo de células-tronco (ES) embrionarias de galinha
doméstica ev-0 obtidas por meio da dissociacdo de embrido(ées) da etapa a)
em um meio de cultura basal suplementado com IGF-1, CNTF, IL-6, IL-6R,
SCF e FGF e soro animal;

c) semeadura da suspensdo de células ES obtidas na etapa b)
sobre uma camada de células alimentadoras e, ainda, a culturas das células
(ES) de galinha doméstica ev-0 por pelo menos 1 passagem;

d) retirada de todos os fatores de crescimento selecionados do
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grupo que compreende IL-6, IL-6R, SCF, FGF, a partir do meio de cultura,
sobre uma faixa de 1 a cerca de 15 passagens, de preferéncia,
simultaneamente sobre uma passagem e, ainda, a cultura das células (ES) de
galinha por pelo menos uma passagem;

e) retirada dos fatores de crescimento IGF-1 e CNTF, a partir do
meio de cultura, sobre uma faixa de 1 a cerca de 15 passagens, de preferéncia,
simultaneamente sobre uma passagem e, ainda a cultura das células (ES) de
galinha doméstica ev-0 por pelo menos uma passagem;

f) diminuicdo de forma progressiva da concentracdo de células
alimentadoras, no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada total de
camada alimentadora ap6s diversas passagens, de preferéncia, apos cerca de
5 a cerca de 45 passagens, e, ainda, a cultura das células;

g) opcionalmente, a diminuicdo de forma progressiva da
concentracdo de soro animal no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada
total de soro animal apés diversas passagens €

h) obtenc&o de linhagens de células de galinha doméstica ev-0
aderentes, derivadas de células ES, capazes de proliferar em um meio basal
na auséncia de fatores de crescimento, camada alimentadora, opcionalmente,
sem soro animal, sendo que as ditas linhagens de células de galinhas
domésticas ev-0 dipldides continuas, denominadas EBx® de galinha, n&o
produzem particulas de retrovirus enddégenas de replicacdo-competente;

i) opcionalmente, adaptar, ainda, as linhagens de células de
galinha doméstica ev-0 aderentes as condi¢des de cultura em suspenséo.

[065] Os aditivos ao meio basal séo retirados durante o processo
e, de preferéncia, entre as etapas f) e g) ou entre as etapas g) e h).

[066] A concentragdo de soro animal na etapa b) é, de
preferéncia, de 5 a 10 %. Prefere-se que a concentracédo de IGF-1, CNTF, IL-6,

IL-6R, SCF e FGF seja de cerca de 1 ng/ml.
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[067] A atual invencdo fornece também um terceiro processo
para a obtenc¢do de linhagens de células de galinhas domésticas ev-0 dipldides
continuas derivadas de células-tronco embrionarias (ES), sendo que as
linhagens de células de galinhas domésticas ev-0 ndo produzem particulas de
retrovirus ALV-E endégenas de replicacdo-competente e o dito processo
compreende as etapas de:

a) isolamento de embrido(ées) de galinha doméstica ev-0 em
oviposicao (isto €, colocagdo do ovo), um pouco antes ou apds a oviposi¢ao;

b) suspensdo de células-tronco (ES) embrionarias de galinha
doméstica ev-0 obtidas por meio da dissociagdo de embrido(ées) da etapa a)
em um meio de cultura basal suplementado com IGF-1 e CNTF e soro animal;

c) semeadura da suspensdo de células ES obtidas na etapa b)
sobre uma camada de células alimentadoras e, ainda, a cultura das células
(ES) de galinha doméstica ev-0 por pelo menos 1 passagem;

d) retirada dos fatores de crescimento IGF-1 e CNTF, a partir do
meio de cultura, sobre uma faixa de 1 a cerca de 15 passagens, de preferéncia,
simultaneamente sobre uma passagem e, ainda, a cultura das células (ES) de
galinha doméstica ev-0 por pelo menos uma passagem;

f) diminuicdo de forma progressiva da concentragdo de células
alimentadoras, no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada total de
camada alimentadora ap6s diversas passagens, de preferéncia, apos cerca de
5 a cerca de 45 passagens, €, ainda, a cultura das células;

g) opcionalmente, a diminuicdo de forma progressiva da
concentragdo de soro animal no meio de cultura, a fim de se obter uma retirada
total de soro animal apds diversas passagens; e

h) obtenc&o de linhagens de células de galinha doméstica ev-0
aderentes derivadas de células ES, denominadas EBx® ev-0 de galinha,

capazes de proliferar em um meio basal na auséncia de fatores de
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crescimento, camada alimentadora, opcionalmente, sem soro animal, sendo
que as ditas linhagens de células de galinhas diploides continuas n&o
produzem particulas de retrovirus enddégenas de replicagdo-competente;

i) opcionalmente, adaptar, ainda, as linhagens de células de
galinha doméstica ev-0 aderentes as condi¢des de cultura em suspenséo.

[068] Os aditivos ao meio basal séo retirados durante o processo
e, de preferéncia, entre as etapas f) e g) ou entre as etapas g) e h).

[069] A concentragdo de soro animal na etapa b) é, de
preferéncia, de 5 a 10 %. Prefere-se que a concentragéo de IGF-1 e CNTF seja
de cerca de 1 ng/ml.

[070] Em outra modalidade preferida, o passaro da presente
invengdo is a galinhas doméstica (subespécies Gallus Gallus domesticus)
obtida a partir de um bando livre de patogeno especifico (SPF). Com mais
preferéncia, a linhagem de galinha consiste em Leghorn branca. Os ovos de
galinha SPF tém sido examinados pela auséncia de virus e patdégenos
bacterianos de galinha conhecidos, que incluem o virus da reticuloendoteliose
(REV) e o virus da leucose exdégeno de aves (ALV-A, ALV-B, ALV-C, ALV-D,
ALV-J). O ovo SPF da invengéo pode consistir em ovos VALO de LOHMANN
(Cuxhaven, Alemanha) ou ovos L22 de CHARLES RIVER (Spafas). Portanto, a
atual invencdo fornece também processos para a obtencdo de linhagens de
células de galinhas dipldides continuas derivadas de células-tronco
embrionarias (ES) obtidas a partir de ovos de galinha SPF, conforme descrito
com os ovos de galinha ev-0. Prefere-se que a linhagem de célula EBx® de
galinha obtida a partir de ovos SPF seja EBv13.

[071] As linhagens de células EBx® de galinha da invengéo
podem exibir a atividade de transcriptase reversa por meio da analise Q-PERT,
mas sem produzir particulas de retrovirus enddgenas de replicacio-

competente. A auséncia de particulas de retrovirus enddgenas de replicagcéo-
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competente pode ser demonstrada por meio de experimentos de co-cultura de
células ev-0 EBx® de galinha da invengcdo com células de replicagao-
competente de ALV, tais como células QT6 de codorna ou células DF1 de
galinha. Adicionalmente, a auséncia de particulas de retrovirus endégenas em
células em células ev-0 EBx® de galinha pode ser também demonstrada por
meio de TEM.

[072] A temperatura do corpo do passaro € usualmente em torno
de 39°C. Portanto, os processos da invengdo podem compreender também a
etapa adicional de diminuicdo da temperatura de cultura de célula para 37°C,
com a finalidade de adaptar as linhagens de células aviarias da invengao para
crescerem a 37°C. Prefere-se que a adaptagéo de temperatura seja executada
apos a deplecdo de alimentador e antes da deplecdo de soro.
Alternativamente, a adaptacédo de temperatura € executada apds a etapa de
deplecdo de soro ou apo6s a etapa de adaptacdo das linhagens de células a
cultura de suspensé&o.

[073] As EBx® de linhagens estabelecidas da invengédo tém a
caracteristica de crescer como células aderentes ou células em suspensao em
um meio de cultura livre de fatores de crescimento exdgenos e soro animal, €
sem células alimentadoras. As diferentes técnicas podem ser usadas sozinhas
ou em combinagao para adaptar as células a cultura de suspenséo, entre elas:

- As células aderentes sdo semeadas a alta densidade celular,
levemente acima da confluéncia celular para for¢ar as células a entrarem em
SuUSpensao;

- As células aderentes s&o semeadas em um meio de cultura de
célula com uma baixa concentragao de soro animal;

- As células aderentes sdo semeadas em vasos de cultura de
célula feitos de plastico que ndo permitem a ades&o de célula ou uma adeséo

de célula fraca, tais como placas e pratos bacterianos, e placas de fixagéo
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ultra-baixa desenvolvidas por companhias como Corning (placas e pratos de
cultura de tecido Ref. 3262, 3473, 3471, 3474, frascos Ref. 3814...) ou Sarstedt
(frascos ref 831810502...);

- As células aderentes s&do semeadas em vasos e cultivadas sob
agitacao (aproximadamente 50 rpm).

[074] As células EBx®, de preferéncia, EBx® de pato e EBx® ev-
0 de galinha, podem ser cultivadas in vitro durante um periodo de tempo
consideravel. Vantajosamente, as células EBx® independentes de ancoragem
ou aderentes (isto €, "suspensas”), obtidas por meio do processo da invengao,
sao capazes de proliferar por pelo menos 50 geragbes, pelo menos 75
geracgdes, pelo menos 100 geragdes, pelo menos 125 geragdes, pelo menos
150 geracgdes, pelo menos 175 geragbes, pelo menos 200 geragdes, pelo
menos 250 geracdes. Compreende-se que a expressédo " linhagem" significa
qualquer populagcdo de células capazes de proliferar indefinidamente em
cultura in vitro, enquanto que se mantém um grau inferior ou maior das
mesmas caracteristicas fenotipicas e morfoldégias. Os clones podem ser
obtidos, por exemplo, por meio de diluicdo limite, a partir de células EBx® da
invencao. Estes clones sdo células que s&o geneticamente idénticas a célula a
partir da qual s&o derivadas por divis&o.

[075] A presente invengdo também se refere as linhagens de
células aviarias dipldides continuas, denominadas EBx®, obteniveis por meio
do processo da invengdo, sendo que as ditas EBx® sado células
individualizadas redondas (isto é, didmetro em torno de 10 um), pequenas, com
um tempo de duplicagéo de cerca de 30 horas ou menos, a 37°C ou 39°C. As
células EBx® aviarias, de preferéncia, a EBx® de pato ou EBx® ev-0 de
galinha, expressam um fendtipo de célula-tronco embrionaria com as seguintes
caracteristicas:

- alta raz&o nucleo-citoplasmatico,
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- atividade de telomerase enddgena,

- opcionalmente, expressa um ou mais marcadores de ES
adicionais, tais como marcadores fosfotase alcalina, SSEA-1 , EMA-1 , ENS1.

- tempo de duplicagdo mais curto do que o tempo de duplicagcao
das células ES de aves da etapa a) do processo da invengao (48h as 72h, a
39°>C), de cerca de 30 horas ou menos (de preferéncia, 24 horas) a 37°C.

[076] As ditas células ndo produzem particulas de retrovirus
endogenas de replicagado-competente.

[077] As linhagens de células EBx® aviarias da invengdo séo
capazes de proliferar indefinidamente em um meio basal, em particular em um
meio, tal como meios SAFC Excell, DMEM, GMEM, DMEM- HamF12 e McCoy,
livre de fatores de crescimento exdgenos, soro e/ou camada alimentadora
inativa, opcionalmente, complementado com diversos aditivos comumente
usados por versados na técnica. Os exemplos de aditivos s&o aminoacidos nao
essenciais, vitaminas, piruvato de sodio e antibidticos. As células EBx® de pato
da invengdo tém a caracteristica notavel que consiste em crescer em um meio
de cultura basal que ndo é complementado com glutamina.

[078] A presente invencdo também se refere a um meio de
cultura de célula para manter as células-tronco embrionarias aviarias pluri- ou
multipotentes, de preferéncia células-tronco (ES) embrionarias de pato pluri- ou
multipotentes, na cultura em um estado indiferenciado. De acordo com uma
modalidade preferida, a presente invencédo refere-se ao meio de cultura de
célula para células-tronco embrionarias de pato que compreende um meio de
cultura basal, suplementado com soro animal e suplementado com pelo menos
IGF-1 e CNTF. De acordo com uma segunda modalidade preferida, a presente
invencdo refere-se ao meio de cultura de célula para células-tronco
embrionarias de pato que compreende um meio de cultura basal suplementado

com soro animal e suplementado com pelo menos IGF-1, CNTF, 1I-6, [I-6R. De
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acordo com uma terceira modalidade preferida, a presente invengao refere-se a
um meio de cultura de célula para células-tronco embrionarias de pato que
compreende um meio de cultura basal suplementado com soro animal e
suplementado com pelo menos IGF-1, CNTF, II-6, 1I-6R, SCF e FGF. Os ditos
meios sdo suficientes para a manutengdo das ditas células ES de pato na
cultura por pelo menos 7 dias, de preferéncia, por pelo menos 20 dias, de
preferéncia, por pelo menos 100 dias em um estado indiferenciado. Os ditos
meios de cultura da invengao ainda podem compreender, opcionalmente, pelo
menos um composto selecionado do grupo que compreende interleucina-11,
cardiotrofina, oncostatina e fator inibitério de leucemia (LIF). Prefere-se que os
ditos meios de cultura compreendam, ainda, hidrolisado de proteina de origem
nao animal, conforme descrito anteriormente; com mais preferéncia, que seja o
hidrolisado de levedura a 1X de concentrag&o. O meio de cultura de células ES
de aves (de preferéncia, pato) da invengdo pode compreender, ainda, uma
camada de células alimentadoras.

[079] A atual invencéao fornece também uma cultura de célula ES
de pato prolongada que consiste essencialmente de células ES de pato
indiferenciadas que expressam o fenétipo de célula-tronco com as seguintes
caracteristicas:

- uma alta razdo nucleo-citoplasmatico,

- uma atividade de telomerase endogena,

- opcionalmente, as células ES de pato podem expressar um ou
mais marcadores de ES adicionais, tais como marcadores fosfotase alcalina,
SSEA-1, EMA-1, ENS1.

- um tempo de duplicagéo em torno de 40 horas a 37°C ou 39°>C.

[080] As ditas células de pato indiferenciadas, de acordo com a
invencdo, sdo capazes de manter o dito fendtipo de célula-tronco quando

crescem sobre células alimentadoras em um meio de cultura de célula para
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células-tronco embrionarias de pato, conforme descrito anteriormente. As ditas
células de pato indiferenciadas sdo uteis para produzir patos transgénicos ou
quiméricos.

[081] Portanto, a presente invencdo também se refere a um
método de obtencdo de pato quimérico, sendo que o dito método compreende
as etapas de:

a) introdugdo de uma cultura de célula ES de pato prolongada,
conforme descrito acima, na cavidade subgerminal de um embrido de pato
recipiente; e

b) incubacao do embriao obtido na etapa a) para chocar como um
pato novo;

c) selecdo do dito pato novo quimérico que compreende células
heterdlogas tendo colonizado o dito pato novo.

A presente invencgao se refere também a um método de obtencao
de pato quimérico geneticamente modificado, que compreende as etapas de:

a) introdugdo de umas células ES de pato geneticamente
modificadas, conforme descrito acima, na cavidade subgerminal de um embrido
de pato recipiente; e

b) incubacao do embridao obtido na etapa a) para chocar como um
pato novo;

c) selecdo do dito pato novo quimérico que compreende células
heterblogas geneticamente modificadas que tenham colonizado o dito pato
novo.

[082] A presente invengcdo se refere também a um método de
obtencdo de uma progénie do dito pato novo quimérico, sendo que o dito
meétodo compreende as seguintes etapas:

a) permitir que o0 pato novo quimérico selecionado obtido nas

etapas ¢) amadurega como um passaro adulto;
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b) reproducdo do dito passaro adulto que tem células heterdlogas
neste, produzindo com isso uma progénie de passaro;

c) selecado dos passaros de interesse na progénie.

[083] A invencdo pode compreender a etapa adicional da
expressao de um polipeptideo heterdlogo codificado por um vetor de expresséo
compreendido nas ditas células ES de pato geneticamente modificadas.
Prefere-se que o polipeptideo heterdlogo seja liberado no fluido biolégico de
pato, tal como sangue, esperma, urina ou 0 branco de um ovo de ave em
desenvolvimento produzido por uma fémea do pato geneticamente modificado.

[084] Todas as células EBx® da invencao tém as caracteristicas
mencionadas acima e sdo uteis para a produgdo de biologias, tais como
vacinas virais, peptideos recombinantes e proteinas.

[085] A atual invengcdo fornece também um processo de
replicacdo de um virus nas linhagens de células EBx® aviarias dipldides
continuas da invengdo. Com mais preferéncia, a invengéo fornece um processo
de replicagdo de um virus nas linhagens de células EBx® aviarias dipldides
continuas da invencgao, de preferéncia, linhagens de células EBx® de galinha
ou pato, que compreende as etapas de:

infec¢do de uma cultura de célula EBx® aviaria com um virus de
interesse; sendo que as ditas células EBx® aviarias sdo de preferéncia
cultivadas no meio livre de soro animal;

cultura das células EBx® aviarias infectadas, a fim de replicar os
dito virus:

coleta do virus no sobrenadante da cultura de célula e/ou dentro
das ditas células.

[086] De acordo com uma modalidade preferida, o dito processo
compreende as etapas de:

a) proliferacdo da EBx® aviarias em um vaso de cultivo, em
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suspensao, em um meio livre de soro n® 1;

b) infeccdo das ditas células com o virus selecionado, quando a
densidade celular for de pelo menos 1,5 milhdées de células/ml;

c) opcionalmente, um pouco antes da infecgao, simultaneamente
a infeccdo ou imediatamente apds a infec¢do, adicionar ao meio livre de soro
de culturade célulang 2; e

d) a cultura adicional das ditas células infectadas a fim de permitir
areplicagcao do virus; e

€) opcionalmente, a coleta do dito virus.

[087] O dito processo da invengado pode compreender a etapa
adicional de adicdo de enzima proteolitica no meio de cultura, em condi¢des
que permitem a propagac¢ao do virus. A enzima proteolitica € selecionada a
partir do grupo que consiste em tripsina, quimotripsina, termolisina, pepsina,
pancreatina, papaina, pronase, subtilisina A, elastase, furina e
carboxipeptidase. De acordo com uma modalidade preferida, a enzima é
tripsina. Prefere-se que a enzima proteolitica seja uma proteina recombinante
produzida em um hospedeiro procarioto ou em vegetais (isto €, tripzina). A
enzima proteolitica pode ser adicionada antes, durante e/ou depois da infec¢éo
do virus. Prefere-se que a adigdo de enzima proteolitica seja executada apés a
infec¢do do virus infecgdo. A adicdo de enzima proteolitica no meio de cultura
pode ser executada uma vez por dia, mais do que uma vez por dia ou menos
que uma vez por dia até a coleta do virus.

[088] O termo "virus", para uso na presente invengao, inclui n&o
somente o0s virus que ocorrem naturalmente, mas também os virus atenuados,
virus recombinados, cepas de vacina, assim como 0s virus recombinantes e
vetores virais derivados dos mesmos. Prefere-se que os virus da invengéo
sejam selecionados do grupo que compreende poxvirus, ortomixovirus,

paramixovirus, virus de herpes, hepadnavirus, adenovirus, parvovirus,
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reovirus, circovirus, coronavirus, flavivirus, togavirus, birnavirus e retrovirus.

[089] Em uma modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, particulas virais e vacinas virais pertencem a familia de
poxviridae e, com mais preferéncia, ao cordopoxviridae. Em uma modalidade,
0s virus ou vetores virais relacionados, particulas virais e vacinas virais sdo um
poxvirus, de preferéncia, um avipoxvirus selecionado entre poxvirus de galinha
(isto €, TROVAC), poxvirus de canario (isto €, ALVAC), poxvirus de junco,
poxvirus de mainata, poxvirus de pombo, poxvirus de psittacine, poxvirus de
codorna, poxvirus de pardal, poxvirus de estorninho, poxvirus de peru. De
acordo com outra modalidade preferida, o virus € um virus de variola
selecionado entre cepa de virus de variola Lister-Elstree, virus de variola
modificado, tal como virus de variola modificado de Ankara (MVA), o qual pode
ser obtido junto a ATCC (ATCC numero VR-1508), NYVAC (Tartaglia et al.,
1992, Virology, 188:217-232), LC16m8 (Sugimoto et Yamanouchi, 1994,
Vacine, 12:675-681 ), CVI78 (Kempe et al,, 1968, Pediatrics 42:980-985) e
outros virus de variola recombinantes ou n&o-recombinantes.

[090] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de
ortomixoviridae, em particular, o virus influenza. O virus influenza ¢é
selecionado a partir do grupo que consiste em virus influenza humano, virus
influenza de aves, virus influenza equino, virus influenza suino, virus influenza
felino. Prefere-se que o virus influenza seja selecionado em cepas A, B e C.
Entre as cepas A, uma pode se referir aos virus com diferentes subtipos de
hemaglutinina e neuraminidase, tal como, sem limitacdo, H1IN1, H2N2, H3N2,
H4N2, H4N6, H5N1, H5N2, H7N7 et HONZ2. Entre as cepas H1N1, uma pode se
referir a A/Porto Rico/8/34, A/Nova Caled6nia/20/99, A/Beijing/262/95,
Al/Joanesburgo/282/96, AlTexas/36/91, A/Cingapura, Alllhas salom&o/03/2006.

Entre as cepas H3N2, uma pode se referr a A/Panama/2007/99,
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A/Moscou/10/99, AlJoanesburgo/33/94, A/Wisconsin/10/04. Entre as cepas B,
uma pode se referir, sem limitagdo, a B/Porto Rico/8/34, B/Joanesburgo/5/99,
B/Viena/1/99, B/Ann Arbor/1/86, B/Memphis/1/93, B/Harbin/7/94,
N/Shandong/7/97, B/Hong Kong/330/01, B/Yamanashi/166/98,
B/Jiangsu/10/03, B/Malasia. O virus influenza da invengao € selecionado entre
0s virus de ocorréncia natural, isolado viral primario obtido a partir do individuo
infectado, virus recombinante, virus atenuado, virus sensivel a temperatura,
virus adaptado & baixa temperatura, virus recombinado, virus criado por
engenharia genética reversa. Quando o virus da inveng¢éo € o virus influenza, o
processo da invencdo compreende a etapa adicional de adicdo de enzima
proteolitica no meio de cultura, sob condi¢cdes que permitem a propagacéo do
virus. De acordo com uma modalidade preferida, a enzima € tripsina. A
concentracdo final de tripsina no meio de cultura de célula € compreendida
entre cerca de 0,01 ug/ml até 10 ug/ml. Com mais preferéncia, a concentragao
final de tripsina no meio de cultura de célula é compreendida entre 0,01 a 10
usp/ml (usp: unidade farmacopéia dos Estados Unidos - US pharmacopea unit)
de preferéncia, entre cerca de 0,05 a 2 usp/ml, com mais preferéncia, entre
cerca de 0,3 a 1 usp/ml €, com mais preferéncia, cerca de 0,75 usp/ml.

[091] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de
paramixoviridae. Prefere-se que 0 virus seja um paramixovirus de ocorréncia
natural ou um paramixovirus recombinante selecionado do grupo que
compreende virus de sarampo, virus de caxumba, virus de rubéola, virus
Sendai, virus sincitial respiratério (RSV), parainfluenza humana dos tipos | e llI,
virus Rinderpest, virus de destempero canino, virus de doen¢a de Newcastle,
virus parainfluenza de pato. De acordo com a modalidade preferida, o virus € 0
virus de sarampo ou um virus de sarampo recombinante. De acordo com outra

modalidade preferida, o virus é o virus de doenca de Newcastle (NDV) ou um
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NDV recombinante. O exemplo de cepa de NDV € a cepa LaSota. Quando o
virus da invengao € NDV, o processo da invengcdo compreende, de preferéncia,
a etapa adicional de adigcdo de enzima proteolitica no meio de cultura, sob
condicdes que permitem a propagacdo do virus. De acordo com uma
modalidade preferida, a enzima € tripsina. A concentracdo final de tripsina no
meio de cultura de célula é compreendida entre cerca de 0,01 pg/ml até 10
Mg/ml. Com mais preferéncia, a concentragdo final de tripsina no meio de
cultura de célula é compreendida entre 0,01 a 10 usp/ml (usp: unidade
farmacopéia dos Estados Unidos - US pharmacopea unit), de preferéncia, entre
cerca de 0,3 a 1 usp/ml, com mais preferéncia, entre cerca de 0,4 a 0,75
usp/ml. De forma interessante, as linhagens de células EBx® da inven¢éo que
podem crescer em aderéncia sdo uteis para executar a titulagdo de virus e, de
preferéncia, a Titulacdo de NDV, em um ensaio de placa. De fato, ao contrario
dos fibroblastos DF1 de galinha e CEFs para os quais n&o foi possivel observar
qualquer um dos efeitos citopaticos, o crescimento de virus em células EBx®
conduz a fomacdo de células gigantes caracteristicas. Adicionalmente, as
particulas virais de NDV podem ser determinadas por meio do ensaio de
hemaglutinagdo. Portanto, a invengdo também diz respeito ao uso de células
EBx® da invencdo para a titulagéo de virus, tais como virus de NDV.

[092] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais € vacinas pertencem a familia de togaviridae.
Prefere-se que o virus seja um alfavirus de ocorréncia natural ou um alfavirus
recombinante selecionado do grupo que compreende virus Sinbis, virus da
floresta Semliki, virus O'nyong'nyong, virus Chikungunya, virus de Mayaro,
virus do rio Ross, virus de encefalite equina oriental, virus de encefalite equina
ocidental, virus de encefalite equina venezuelana.

[093] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais

relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de
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herpesviridae. Prefere-se que o virus seja um virus de doenga de Marek de
ocorréncia natural ou um virus de doenga de Marek recombinante. O virus de
doenca de Marek (MDV) é selecionado, de preferéncia, entre as cepas de
vacina de licenciadas de MDV, tais como: FC126 (HTV), SB-1, 301 B/1, CVI988
Clone C, CV1988/C/R6, CVI988/Rispens, R2/23 (Md 11/75).

[094] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de
hepadnaviridae. Prefere-se que o virus seja hepadnavirus de ocorréncia natural
ou um hepadnavirus recombinante selecionado, de preferéncia, entre
hepadnavirus humano e de aves. Prefere-se que 0 hepadnavirus de aves seja
selecionado entre 0 grupo que consiste em virus de hepatite B de pato (DHBV),
virus de hepatite B de gar¢ca (HHBV) e de ganso de neve (SGHBV).

[095] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de birnaviridae,
em particular, virus de doencga bursal infecciosa.

[096] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de flaviviridae,
em particular, virus da Dengue, virus de encefalite japonesa e virus do Nilo
ocidental.

[097] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de
coronaviridae, em particular, virus de bronquite infecciosa.

[098] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de circoviridae,
em particular, virus de anemia de galinha.

[099] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de retroviridae.

Prefere-se que o virus seja um retrovirus de ocorréncia natural selecionado
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entre virus de reticuloendoteliose, virus de anemia infecciosa de pato, virus da
necrose do bago ou um retrovirus recombinante dos mesmos.

[0100] Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de
parvoviridae. Prefere-se que 0 virus seja um parvovirus de ocorréncia natural,
tal como parvovirus de pato ou um parvovirus recombinante do mesmo.

[0101]Em outra modalidade preferida, os virus, os vetores virais
relacionados, as particulas virais e vacinas pertencem a familia de
adenoviridae. Prefere-se que o virus seja um adenovirus de ocorréncia natural
selecionado, de preferéncia, entre adenovirus de galinha, adenovirus de ganso,
adenovirus de pato e adenovirus de pombo, ou um adenovirus recombinante
dos mesmos. Os exemplos de Adenovirus de galinha consistem em adenovirus
de galinha 1 (CELO), adenovirus de galinha 5 (340), adenovirus de galinha 4
(KR95), adenovirus de galinha 10 (CFA20), adenovirus de galinha 2 (P7-A),
adenovirus de galinha 3 (75), adenovirus de galinha 9 (A2-A), adenovirus de
galinha 11 (380), adenovirus de galinha 6 (CR1 19), adenovirus de galinha 7
(YR36), adenovirus de galinha 8a (TR59), adenovirus de galinha 8b (764) e
virus da sindrome da queda de postura. Os exemplos de adenovirus de ganso
consistem em adenovirus de ganso 1, adenovirus de ganso 2, adenovirus de
ganso 3. O exemplo de adenovirus de pato consiste em adenovirus de pato 2.
O exemplo de adenovirus de pombo consiste em adenovirus de pombo 1.

[0102] Os virus recombinantes incluem, mas n&o se limitam a,
vetores virais que compreendem um gene heterdlogo. Em algumas
modalidades, uma func¢do(bes) auxiliar(ES) para a replicagdo dos virus é
fornecida pela EBx® de célula hospedeira, um virus auxiliar ou plasmideo
auxiliar. Os vetores representativos incluem, mas n&o se limitam a, aqueles que
nao infeccionam células aviarias ou de mamiferos.

[0103]A atual invencdo se refere também tdo uso de células
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EBx® da invencdo para replicar bactéria intracelular, tal como clamidia,
rickettsia ou coxiella.

[0104] As células EBx® da invengdo podem ser usadas também
para produzir peptideos e proteinas recombinantes. A invencdo se refere
também a um método de producédo de peptideos e proteinas recombinantes,
que inclui as etapas de: (i) modificar geneticamente as células EBx® da
invencdo por meio da transfecgdo estavel ou transiente de um vetor de
expressao; (ii) opcionalmente, selecionar as células EBx® que expressao os
ditos peptideos ou proteinas recombinantes; (iii) purificar ditos peptideos ou
proteinas. Os peptideos e proteinas produzidos em células EBx® s&o também
incluidos na presente invengao.

[0105] O vaso de cultura da invengao é selecionado, com mais
preferéncia, entre biorreator tanque agitado continuo, biorreator Wave™,
biorreator Bello™, frasco spinner, frasco e uma fabrica de células. Tipicamente,
as células sao escaladas a partir de um frasco de banco primario de células ou
de células de trabalho através de diversos tamanhos de frascos T, garrafas
roller ou biorreator Wave™ e, de preferéncia, finalmente aos biorreatores. A
suspensdo de célula resultante é, entdo, tipicamente alimentada em um
biorreator de producéo por semeadura (tipicamente, volume de 20 a 30l) para a
cultura adicional, e em algumas modalidades, a um biorreator de producgao
maior (tipicamente, volume de 150 a 180l e acima). A razdo de volume do
segundo (maior) biorreator para o biorreator por semeadura depende do grau
para o qual a linhagem de célula € propagada no primeiro biorreactor, mas é
tipicamente de 3:1 a 10:1, por exemplo, na faixa de (6 a 8):1. De acordo com
uma modalidade preferida, o vaso de cultura € um biorreator tanque agitado
continuo que permite o controle de temperatura, aeracdo, pH e outras
condi¢des controladas, € o qual é equipado com entradas adequadas para a

introduc&o das células, oxigénio estéril, diversos meios de cultura e saidas para
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a remogao das células e meios, e meio para a agitacdo do meio de cultura no
biorreactor.

[0106] De acordo com a presente invengao, o termo "meio livre de
soro" (SFM) significa um meio de cultura de célula pronto para o uso, isto é,
que nao exige a adicdo de soro animal, permitindo a sobrevivéncia das células
e o crescimento celular. Este meio n&o é necessariamente definido de forma
quimica e pode conter hidrolisados de diversas origens, a partir de vegetais ou
levedura, por exemplo. Prefere-se que o dito SFM seja de "origem n&o animal"
qualificada, isto €, que ndo contém componentes de origem humana ou animal
(estado FAQ: "livre de origem animal"). Em SFM, as proteinas de soro nativo
s&o substituidas por proteinas recombinantes. Alternativamente, o meio SFM,
de acordo com a invengao, ndo contém proteina (meio PF: "livre de proteina")
elou € quimicamente definido (meio CDM: "meio quimicamente definido"). Os
meios SFM apresentam diversas vantagens: (i) a primeira de todas consiste no
fato que € a conformidade regulatéria de tais meios (na realidade n&o ha risco
de contaminagdo por agentes adventicios, tais como BSE, virus); (i) a
otimizacdo do processo de purificagdo; (iii) a melhor reprodutibilidade no
processo devido ao fato de que o meio é mais bem definido. Os exemplos de
meios SFM disponiveis comercialmente consistem em: VP SFM (InVitrogen Ref
11681-020, catalogo 2003), Opti Pro (InVitrogen Ref 12309-019, catalogo
2003), Episerf (InVitrogen Ref 10732-022, catalogo 2003), Pro 293 S-CDM
(Cambrex ref 12765Q, catalogo 2003), LC17 (Cambrex Ref BESP302Q), Pro
CHO 5-CDM (Cambrex ref12-766Q, catalogo 2003), HyQ SFM4CHO (Hyclone
Ref SH30515-02), HyQ SFM4CHO-Utility (Hyclone Ref SH30516.02), HyQ
PF293 (Hyclone ref SH30356.02), HyQ PF Vera (Hyclone Ref SH30352.02),
meio Excell 293 (SAFC Biosciences ref 14570-1000M), meio livre de proteina
Excell 325 PF CHO (SAFC Biosciences ref 14335-1000M), meio Excell VPRO
(SAFC Biosciences ref 14560-1000M), meio livre de soro Excell 302 (SAFC
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Biosciences ref 14312-1000M), Excell 65319, Excell 65421, Excell 65625,
Excell 65626, Excell 65627, Excell 65628, Excell 65629 (JRH Biosciences),
Excell MDCK SFM (SAFC-Biosciences Ref. 14581 C), Excell MDCK Prod (Ref.
M3678), meio de terapia de gene 3 (livre de componente animal) (SIGMA-
Aldrich, ref. G-9916 ou Excell GTM-3) (chamado daqui por diante de meio
G9916), HYQ CDM4 HEK-293 (Hyclone Ref. SH30859), HYQ SFM4 HEK-293
(HYCLONE Ref. SH30521 ), AEM (InVitrogen). De acordo com a primeira
modalidade preferida, 0 meio livre de soro n2 1 e o meio livre de soro n2 2 sao o
mesmo meio. De acordo com uma segunda modalidade preferida, 0 meio livre
de soro n2 1 e o meio livre de soro n2 2 tém uma composi¢cao diferente.

[0107]10 processo da invengdo abrange a remog¢éo de todo ou
uma parte do meio livre de soro 1, seguida por sua substituicdo pelo meio livre
de soro n2 2. Contudo, € mais conveniente remover uma fracdo substancial
(por exemplo, até cerca de 50 %) do meio livre de soro 1 e, entdo, repor com o
meio livre de soro n2 2, durante a remog¢ao do meio 1, por exemplo, através do
filtro spin. De acordo com uma modalidade preferida, o meio livre de soro n22 &
diretamente adicionado ao meio livre de soro n2 1, sem a remo¢ao de uma
parte do meio livre de soro n 1. Entre 0,25 a 10 volumes de meio livre de soro
n2 2 s&o adicionados a 1 volume do meio livre de soro n?® 1. Em uma
modalidade preferida, entre cerca de 0,5 a 8 volumes de meio livre de soro n2 2
s&o adicionados a 1 volume do meio livre de soro n? 1. <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>