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(67) Resumo: MEIO DE CULTURA DE CELULAS DE
MAMIFEROS QUE COMPREENDE SOBRENADANTE DE ESTAGIOS
DE FRACIONAMENTO DE COHN, SEU PROCESSO DE
PREPARACAO E USO. A presente invengdo refere-se aos meios de
cultura de células de mamifero que compreendem sobrenadante de
algumas das fragdes do fracionamento de plasma humano de acordo
com o método de Gohn, mais especificamente, o sobrenadante das
fragdes | e Il + lll. Quando o dito sobrenadante é adicionado como um
suplemento do meio de cultura, fornece varios nutrientes e fatores para
a manutencédo e/ou a proliferacdo efetiva de culturas de células de
mamiferos. Além disso, a presente invencao refere-se ao processo de
preparacdo e utilizagdo do referido meio de cultura de células de
mamiferos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "MEIO DE
CULTURA DE CELULAS DE MAMIFEROS QUE COMPREENDE SOBRE-
NADANTE DE ESTAGIOS DE FRACIONAMENTO DE COHN, SEU PRO-
CESSO DE PREPARAGAO E USO".

Descricao

Campo da invengao

A presente invencao refere-se a um suplemento para utilizagao
em meios de cultura de células de mamiferos. O dito suplemento é obtido a
partir do plasma humano desfibrinado (substancialmente livre de fibrinogénio
e fibrina) e, quando ele é adicionado como um suplemento ao meio de cultu-
ra prové os diferentes nutrientes e fatores para a manutengao satisfatéria
e/ou proliferagao de células em cultura.

Antecedentes

As culturas de células sao usadas na industria de biotecnologia,
principalmente para produzir proteinas recombinantes e anticorpos mono-
clonais. Recentemente, no entanto, a tecnologia foi desenvolvida para tipos
diferentes de cultura de células essenciais para uso em terapia celular, em
combinagdo ou ndo com a terapia de gene. ’

Para com sucesso manter e fazer a cultura das diferentes linha-
gensde células, um meio é necessario que imite as condigbes do meio inter-
no em que essas celulas sdo encontradas in vivo. Geraimente, o meio de
cultura consiste em um meio basal que prove o pH, os nutrientes e sais e ao
qual uma série de suplementos podem ser adicionados para garantir a proli-
feragcao celular. Um dos suplementos mais amplamente usado é o soro de
sangue animal. Como um resultado da origem animal do soro, pode haver
sérias restricoes para sua utilizagdo na obtengao de produtos para uso em
seres humanos, porque os residuos de origem animal sdo reconhecidos co-
mo antigenos estranhos e podem causar reagoes adversas nos receptores.
Além disso, o soro animal tem o inconveniente da falta de uma composicao
definida, pois ha uma grande variabilidade entre as fabricagées, porque dife-
rentes racas de animais sdo usadas. Além disso, devido ao método pelo

gual sdo obtidos, existe grande variabilidade entre os lotes, o que significa
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que grandes variagcdes podem ocorrer na capacidade de crescimento e na
producao de uma cultura em particular.

A principal dificuldade na criacao de linhagens de células € a ob-
tencado de meios nutritivos apropriados que séo capazes de substituir o meio
natural, tais como extratos de embrido, hidrolisados de proteina ou soros.
Um primeiro grupo de meios, como o meio basal de Eagle (MEM) (Eagle, H.
(1955) "The specific aminoacid requirements of mammalian cells (strain L) in
tissue culture". J. Biol. Chem. 214: 839) e os mais complexos meios 199 de
Morgan et al. (Morgan, J.G., Morton, J.H. e Parker, RC (1950), "Nutrition of
animal cells in tissue culture. | Initial studies on a synthetic medium" Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 73: 1) foram meios definidos mas eles exigem um su-
plemento de soro de entre 5% e 20%.

Para eliminar a contribuicdo de meios complexos indefinidos,
meios mais complexos tém sido formulados, como NCTC 109 (Evans, VJ,
Bryant, JC, Fioramonti, MC, McQuilkin, WT, Sanford, KK, e Earle, WR (1956)
"Studies of nutrient media for tissue C cells in vitro. | A protein free chemi-
cally defined medium for cultivation of strain L cells" Cancer Res. 16: 77),
135 (Evans, VJ e Briant, JC (1965),"Advances in tissue culture at the Na-
tional Cancer Institute in the United States of America" em "Tissue culture”,
editada por C.V. Ramakrishnan, W. Junk, The Hague, pp. 145 167), Ham
F10 e F12 (Ham, R.G. (1963). "An improved nutrient solution for diploid Chi-
nese hamster and human cell lines". Exp. Cell Res. 29: 515, Ham, R.G.
(1965)," Clonal growth of mammalian cells in a chemically defined synthetic
medium” Proc. Natl. Sci. E.U.A. 53: 288), série MCDB (Ham, R.G. e McKee-
han, W.L. (1978) "Development of improved media and culture conditions for
clonal growth of normal diploid cells" in vitro 14: 11 22) e o meio suplemen-
tado por horménio de Sato (Barnes, D. e Sato, G . (1980) "Methods for
growth of cultured cells in serum-free medium" Anal. Biochem. 102: 255-
270).

A abordagem recomendada a fim de estabelecer um meio defi-
nido € comegar com um meio rico, por exemplo Ham F12, suplementado

com uma alta concentragdo de soro (20%) e suplementos de teste para a
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redugao da quantidade de soro até que ele possa ser reduzido ou eliminado.

Depois de anos de investigagcdo sobre a composigcdo dos meios,
eles ainda sao selecionados empiricamente.

Os principais meios utilizados e suas aplicagbes séo:

- Meio Basal Eagle (EBM). Este € um meio basico, com apenas
aminoacidos essenciais. Ele sempre requer suplementacao com soro bovino
fetal a 10%. Ele é usado para o cultivo de fibroblastos de rato e células He-
La.

- Meio minimo essencial de Eagle (MEM). Este € um meio mais
comumente usado, que contém mais aminoacidos em uma concentracgio
maior que EBM. Ele é usado para quase qualquer tipo de cultura e requer a
adicao de soro (10%).

- R.P.M.I. 1640. Este € um meio projetado para o crescimento de
linfoblastos e linhagens de células de leucemia em suspensdo. Com os su-
plementos adequados, tem uma ampla gama de aplicagdes.

- Meio Eagle modificado Dulbecco (DMEM). Ele contém quatro
vezes a concentracao de aminoacidos e vitaminas como EBM. Ele é usado
para selecionar hibridomas suplementados com HAT (hipoxantina-
aminopterina-timidina) ou HT (hipoxantina-timidina).

- DMEM modificado Iscove (IMDM). Este € um meio muito com-
pleto, com uma formulagao que inclui a albumina bovina, transferrina e sele-
nita, entre outros elementos. E muito Gtil na cultura de linfécitos em meio
isento de soro. E também usado para outros tipos de células, mas, neste
caso, requer baixas concentracdes de soro.

- Meio McCoy 5a. Projetado para o cultivo de linhagens de célu-
las diploides de ambos, ratos e seres humanos.

- Meio Leibovitz L-15. Usado para a cultura de virus.

- Meio Ham F-10. E usado para o cultivo de linhagens de células
humanas e deve ser suplementado com proteinas e horménios. Ele contém
metais como Fe, Cu e Zn. E usado para cultura de células amniéticas.

- Meio Ham F-12. E usado para o crescimento de linhagens de

células com suplementos de proteina. Combinado com IMDM ele pode ser
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usado como um meio isento de soro.

- Meio 199. E utilizado amplamente para a cultura de células in-
diferenciadas e para estudar disturbios de cromossomas.

Todos os meios de cultura consistem nos seguintes elementos:

1. Solugdes salinas balanceadas (BSS).

2. Aminoacidos.

3. Vitaminas.

4. Outros suplementos organicos de baixo peso molecular (nu-
cleosideos, intermediarios do ciclo de Krebs, piruvato, lipidios).

5. Horménios e fatores de crescimento (soro).

6. Inibidores do crescimento de contaminantes (antibiéticos e an-
tifngicos).

Em meios indefinidos, o soro geralmente fornece horménios e
fatores de crescimento. Os tipos de soro usados sdo o soro de bezerro (CF),
soro bovino fetal (SFB), soro de cavalo (HS) e soro humano (HUS). O mais
usado é o soro de bezerro, enquanto o soro fetal de bezerro é usado em li-
nhagens mais exigentes e o soro humano € usado em linhagens de seres
humanos.

O uso do soro é problematico, apesar de a composigdo do soro
ser conhecida em parte, hd um grande nimero de componentes presentes
em quantidades variaveis que podem influenciar significativamente a cultura.
Além disso, o soro varia de lote para lote, devido a variabilidade da técnica
para a obtencao de sangue, o método de obtencdo do soro (coagulacao de
sangue) e as condigdes para separar o soro, como também a diferenca entre
as diversas fontes de soro. Além do mais, cada mudanca de lote de soro
requer uma série de verificagbes tediosas e caras. Além disso, se os produ-
tos do meio de cultura tém que ser purificados, a presenca de componentes
variaveis no soro torna estes processos significativamente mais dificeis.

Alguns fatores de soro, como o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), estimulam a proliferagdo de fibroblastos, que podem ser
um problema no estabelecimento de culturas primarias especializadas, es-

pecialmente se houver uma grande variagao no seu conteudo.
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Em geral, a inclusao de soro nos meios de cultura € uma des-
vantagem significativa para padronizar protocolos experimentais e produc&o
de células. Grandes esforcos as dessa maneira estao sendo feitos, para es-
tabelecer meios com uma composicao definida para o crescimento das célu-
las. Como também a reprodutividade procurada, o que permite meios seleti-
vos serem estabelecidos em que o tipo de célula requerido pode crescer. A
desvantagem destes meios € que em muitos casos, o crescimento das célu-
las é menor e as linhagens de células permanecem viaveis por menos gera-
coes.

Varias tentativas tem sido feitas para produzir suplementos para
meios de cultura de células que evitam os problemas causados pelos soros
usados no presente. Entre estes, varias fragcbes do plasma humano foram
testadas e existem contradi¢cdes significativas na técnica anterior quanto a
utilidade das diferentes fracdes do plasma de ser humano.

Em geral, as diferentes fragdes do plasma de ser humano pro-
venientes de fracionamento do plasma usando o método de Cohn foram tes-
tadas (Cohn E.J. et al, J Am Chem Soc, 1946) e variagcdes dos mesmos (Kis-
tler e Friedli, Nischmann, em Curling, JM ed, Methods of plasma fractionati-
on, Academic Press 1980), todos estes testes sendo dirigidos para o uso dos
diferentes precipitados obtidos no fracionamento, particularmente o Il + Ill,
I, IV (IV4 ou IV,) e fragbes V, ou seus equivalentes em diferentes variantes
do método de fracionamento.

O objetivo inicial em separar as fragcbes acima mencionadas
(precipitado) € para obter um precipitado enriquecido com uma proteina par-
ticular como ponto de partida para a purificagéo da dita proteina, por exem-
plo y-globulinas e a e B-globulinas no caso da Il + [l ou fragdes llI;
a-globulinas e transferrina na fragéo IV e albumina na fragao V. Essas fra-
¢oes, dessa maneira, usualmente t€m um unico tipo de proteina, as outras
proteinas estando presentes como impurezas, usualmente em quantidades
muito menores. O uso destas fragcbes em culturas de células envolve a adi-
c¢ao ao meio de cultura de um tipo de proteina principal, e uma variedade de

proteinas que as acompanham como impurezas, entre as quais devem estar
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presentes aquelas requeridas pelas células no meio de cultura se o uso do
dito material &€ para ser bem sucedido. Até agora isso tem sido uma forma
6bvia, mas ineficiente de suplementar o meio de cultura das células. Esta é
certamente a causa da disparidade dos resultados obtidos, como pequenas
variagoes no método de fracionamento que nao afetarao significativamente a
recuperacao da proteina principal, mas podem introduzir grande variabilida-
de na recuperacgao das varias proteinas que a acompanham. Por exemplo, a
fragao Il + Ill, usando o método de Cohn, é obtida em uma concentragao de
etanol entre 20% e 25% a 5° C e um pH de 6,9. Usando o método Nitsch-
mann, comeg¢ando com material equivalente, é precipitado em uma concen-
tragdo de etanol de 19% a -5°C e um pH de 5,8. Com esta variagdo do pH,
fracbes sdo obtidas com diferentes caracteristicas, particularmente o teor de
y-globulinas e outras proteinas que a acompanham.

Além disso, o uso de sobrenadantes, em comparagiao com o uso
de fragdes precipitadas, tem vantagens adicionais, incluindo aquelas de
manter uma alta concentracdo de albumina no meio e, acima de tudo, evi-
tando a perda de componentes, (por exemplo, horménios, citocinas, lipidios,
etc.) que sao importantes para o crescimento das células e que podem nao
estar presentes nos precipitados ou podem perder a sua funcionalidade (ser
inativados), na presenca de concentragdes de alcool superiores a 20%, co-
mo aqueles utilizados para precipitar a fragcao Il + Ill em determinadas condi-
coes (25%) ou o V1 + IV, e fragbes V (etanol a 40%).

O documento EP0143648 (Macleod) descreve o uso das fragoes
I+ 111, Hi, IV1 e IV4 como suplementos para os meios de cultura, em vez de
soro animal. Ele também afirma que nem a fracao Il, nem a fracao V sao
Uteis para esta aplicagao. Em todos os casos, este documento refere-se ex-
clusivamente as fragcbes precipitadas no fracionamento de Cohn ou suas
variantes. Além disso, o documento descreve um método para obter o mate-
rial adequado para suplementar meios de cultura a partir das fragbes acima
mencionadas. Este método consiste, basicamente, em suspender o precipi-
tado em agua e homogeneizando o dito precipitado. Em seguida, o pH é a-

justado para alcancar melhor dissolucdo de proteinas e produzir as condi-
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coes fisiolégicas para o crescimento das células. Além disso, este método
também considera a eliminagdo de y-globulina presente por precipitagao
com polietileno glicol e a separagdo de material de baixo peso molecular por
cromatografia de exclusdo molecular. A eficacia do material preparado desta
forma &, portanto, muito dependente do método de preparacao especifico.

Outro documento por Macleod (Advances in Biochemical Engi-
neering/Biotechnology, Vol. 37; 1988) indica que as fragdes Il, Ill e IV tém
pouco ou nenhum efeito sobre o crescimento da célula, possivelmente devi-
do a presencga de inibidores de crescimento, e concentra a atengao na fracao
IV4 como o material ideal para suplementar meios de cultura.

O documento EP 0 440 509 (Macleod) descreve um suplemento
para meios de cultura de células com base na fragao de Cohn 1V ou fragzo Il
+ 1ll, e o processo para sua obtengédo. Usando o processo descrito, um pro-
duto é obtido, que é substancialmente livie de imunoglobulinas, é de virus
inativo e estavel. A imunoglobulina é separada por precipitagdo com polieti-
leno glicol e os virus sao inativados por pasteurizagéo, na presenca de sorbi-
tol como um estabilizador. Esse processo é particularmente aplicavel a fra-
cao IV (IViou 1Vy).

O documento EP 0264748 (Antoniades) descreve o sobrenadan-
te da fragao V de Cohn como um suplemento para meios de cultura de célu-
las em vez de soro animal. De acordo com este documento, a vantagem
deste material € que nao ha nenhum custo e ele pode ser aquecido a 60°C
por 20 horas.

O sobrenadante da fracdo V € o material de residuos finais do
fracionamento de Cohn e, dessa maneira, seu uso claramente n&o tem custo
econdmico para prejudicar os beneficios do dito fracionamento. Este material
tem um alto teor de etanol (40%), que é altamente toxico e que este docu-
mento nao indica que precisa ser eliminado. Além disso, para o tratamento
descrito a 60°C, a proteina presente teria que ser estabilizada, mas esse
detalhe também & omitido no documento, tornando dificil a invengéao produzir
conforme descrito. Nem devera o efeito de desnaturagao do etanol em uma

concentracao tao alta como no presente caso ser subestimada.
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WO 94/18310 (Mankarious) descreve um método para produzir
um suplemento para meios de cultura de células a partir da fragao IV, de
Cohn. Este método leva em conta a suspensao e subsequente clarificacao
da fragao V4 e também a inativacao ou eliminagao dos virus por pasteuriza-
¢ao e/ou filtragem.

A Patente GB 2 166 756 A descreve um método para a cultura
de células do bago para a producao de interferona. Este método é baseado
em um meio de cultura RPMI, que é suplementado por uma fracao de soro
obtida a partir de soro ou plasma dos quais o fibrinogénio foi eliminado e que
é caracterizado por pré-albumina e gamaglobulinas que foram removidas
(pag. 1, linhagens 30 - 34). Em uma modalidade preferida, esta fracao é puri-
ficada por precipitacao com alcool entre 10% e 20%, em um pH de 5,85
(pag. 1, linhagens 37 - 38). Em uma modalidade particular (obtendo a fracao
EPF), o sobrenadante usado como um meio de cultura é obtido em uma
concentracao de etanol de 19% e um pH de 5,85 (pagina 2, linhagens 44 -
45). O sobrenadante obtido é dialisado, a fim de eliminar o etanol, e posteri-
ormente liofilizado para preserva-lo. Opcionalmente, ela € liofilizada sem dia-
lise anterior, e, consequentemente, o etanol também é eliminado. De acordo
com os inventores, usando um meio de cultura (RPMI), suplementado com a
dita fracdo, é obtida excelente producao de interferona. Na precipitacdo de
alcool do plasma, as condi¢des de processo (concentragcdo de etanol, pH,
forca idbnica do meio, temperatura e concentracdo de proteina), devem ser
cuidadosamente reguladas para manter as proteinas particulares em solu-
¢ao e insolubilizar outras de modo que elas sejam precipitadas e possam,
dessa maneira, ser separadas. Variagbes em uma ou mais das ditas condi-
¢des irao produzir diferengas significativas no produto obtido, a concentragéo
de etanol e pH sendo os fatores determinantes da composigcao do precipita-
do e do sobrenadante obtidos.

Outras tentativas foram feitas para suplementar os meios de cul-
tura de células usando soro ou fragdes de soro de origem humana, em vez
de soro fetal bovino, como demonstrado nos documentos WO 2004/055174,
EP 1820852 ou CA 1177424. O soro obtido a partir do sangue total ou de



10

15

20

25

30

plasma ndo pode ser comparado com um especificamente definido e fracao
de plasma caracterizada, e tem o inconveniente da falta de reprodutibilidade
entre os lotes. Além disso, nenhum destes documentos foi bem sucedido em
definir e caracterizar a composi¢cao exata do material usado. Portanto, a
maioria dos problemas associados com o uso de soro de origem animal con-
tinua a surgir.

Kwok et al. descrevem o uso de plasma de mulheres gravidas,
em vez de soro fetal bovino para a cultura de tipos de células especificas,
atribuindo o seu efeito a presengca de fatores desconhecidos. Ele também
postula um efeito sinérgico de albumina humana neste tipo de cultura. E cla-
ro para uma pessoa versada na técnica que, usando plasma de mulheres
gravidas, é solicitada a presenca de fatores de crescimento celular compara-
veis aos de soro fetal, mas a homogeneidade desse material ndo é compa-
ravel as misturas de plasma de milhares de doadores, como descrito abaixo.

Como descrito aqui acima, varias tentativas foram feitas para
substituir o soro animal como um suplemento de meio de cultura de células.
Algumas dessas tentativas foram feitas a partir de fragdées do plasma de ser
humano, particularmente fragcdes utilizando o método de Cohn. Apesar de
que, no presente, o soro de animais continua a ser amplamente utilizado
como um suplemento para meios de cultura de células de mamiferos e as
tentativas para substitui-lo com um derivado do plasma de ser humano falha-
ram.

De todo o exposto acima, pode-se deduzir que, na técnica ante-
rior nenhum material de origem humana esta disponivel que pode ser usado
para suplementar meios de cultura de células e que também €& seguro no
que se refere a transmissao de agentes patogénicos, pode ser obtido em
uma escala industrial a um custo aceitavel e lucro, tem uniformidade ade-
quada entre os lotes e € de qualidade de grau farmacéutico.

Descri¢ao da invengao

Os inventores realizaram pesquisas visando a substituicdo de
soro de origem animal como um suplemento para meios de cultura com fra-

cbes do plasma de ser humano e descobriram, surpreendentemente, que a
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partir de um sobrenadante do fracionamento de Cohn, especificamente so-
brenadante da fragao Il + Ill ou o sobrenadante da fragao |, é possivel su-
plementar meios de cultura de células e obter excelentes resultados no que
se refere ao crescimento celular. A utilizagao deste material resolve os pro-
blemas acima mencionados, pois € de origem humana, é obtido industrial-
mente usando boas praticas de fabricacao (GMPs), com custos aceitaveis e
lucros, mostra uniformidade e reprodutibilidade adequadas entre os lotes e é
de qualidade de grau farmacéutico. Além do mais, o material pode ser trata-
do através de métodos que evitem a transmissao de patégenos.

O processo para a preparagao desses derivados esta descrito
abaixo. |

Primeiro, o plasma humano de doadores saudaveis é obtido no
qual uma solugao anticoagulante é adicionada contendo, em uma utilizagao
preferencial da invengéo, somente citrato de sédio, em quantidade suficiente
para garantir que o plasma n&o coagule. A adigcao de substancias (por e-
xemplo, os carboidratos como a glicose) para melhorar a preservacao das
células de sangue nao € essencial, porque o plasma usado na invengéo é
substancialmente livre de células, como tem sido possivel obté-lo por plas-
maferase, na presenga de anticoagulante, em vez de doagdo de sangue
completo.

As quantidades de anticoagulante e outros padrées que o pro-
cesso de obtencao, armazenamento e manipulacido do plasma de ser huma-
no deve satisfazer estdo descritas em normas internacionais publicamente
disponiveis que afetam a industria de fracionamento de plasma de ser hu-
mano, como, por exemplo, o Codigo de Regulamentagado Federal dos Esta-
dos Unidos da América (United States of America’s Code of Federal Regula-
tions), as diretrizes e normas da Administragdao de Drogas e Alimentos dos
Estados Unidos (United States’ Food and Drug Administration - FDA) e da
Agéncia Europeia para Avaliacao de Medicamentos (European Medicines
Evaluation Agency - EMEA), bem como as diretrizes e normas da Conferén-
cia Internacional de Harmonizacao (International Conference of Harmonizati-

on - ICH) e farmacopeias internacionais, como as farmacopeias europeia,
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japonesa ou dos Estados Unidos, e também as normas conhecidas como as
Boas Praticas de Fabricagcao atuais (cGMP). No restante deste documento,
todas estas normas serao referidas como "o conjunto de normas que afetam
o fracionamento do plasma de ser humano para fins farmacéuticos". Este
conjunto de normas também se aplica aos estagios da invengcao que estao
descritas abaixo.

Uma vez que o plasma de ser humano foi obtido, ele é congela-
do, armazenado e transportado de acordo com o conjunto de normas que
afetam o fracionamento do plasma de ser humano para fins farmacéuticos, e
em um uso preferencial da invengao, especificamente de acordo com as exi-
géncias da Monografia da Farmacopeia Europeia 0853. Cada unidade de
plasma (doac¢ado) é analisada para descartar a presenga de marcadores de
infeccao viral nos doadores, que tenham sido previamente submetidos a
questionarios e exames fisicos, de acordo com as normas acima menciona-
das. Em uma aplicacao preferida da invengao, o plasma de um possivel do-
ador nao é usado até que o doador tenha se submetido ao processo de ava-
liagdo por duas vezes em menos de seis meses, tempo em que o doador se
torna um "doador qualificado".

Em uma aplicagdo preferida da invencao, amostras obtidas em
cada doacdo sao analisadas para descartar a presenga de marcadores para
infecgbes tais como, por exemplo, o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), o virus da hepatite B e C (HBV e HCV) e outros virus patogénicos ao
homem. Parte da inven¢éo € o armazenamento controlado de doacdes de
plasma por um periodo nao inferior a 60 dias, de preferéncia nao inferior a
90 dias, o que permitiria doagdes anteriores ser revogadas se um doador
previamente saudavel mostra sinais de infecgcao por agentes patogénicos ou
de outros fatores de risco para a saude ap6s a doagao. Em uma aplicagao
preferida da invencao, as analises das amostras de cada doagéao séo repeti-
das uma ou mais vezes depois de preparar misturas piloto ("minipools" ou
"pools” piloto) de um ndmero variavel de doagdes que podem flutuar, por
exemplo, entre 10 e 10.000, de preferéncia entre 90 e 2000, mais preferi-
velmente entre 100 e 1000. Métodos de amplificagcdo do material genético
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dos virus podem ser usados para essas repetidas analises, como, por e-
xemplo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou outros métodos gene-
ricamente incluidos entre aqueles conhecidos para o teste de acido nucléico
(NAT).

Uma vez que todas as analises e o periodo de armazenamento
controlado (inventario mantido) estdo completos e, depois de descartar uni-
dades consideradas inadequadas pela analise, o plasma pode ser usado em
estagios posteriores da invengéo.

A préxima etapa consiste em descongelar as doagées contando
nao menos que 100 unidades, de preferéncia acima de 1000 unidades e
mais preferivelmente, acima de 4000 unidades. Em uma aplicagao preferida
da invencao, o descongelamento pode ocorrer a uma temperatura entre 0 °
C e 4 ° C. As doagbes sao misturadas durante o processo de descongela-
mento para produzir uma mistura de plasma ("pool" de plasma). Opcional-
mente, um material precipitado pode ser separado, ja que ele é instavel de-
vido ao processo de descongelamento. Ele é geralmente descrito como crio-
precipitado e é rico em fator de von Willebrand (FVW), fator VilI (FVIII), fibri-
nogénio (FBN), fibronectina (FNC) e outras proteinas.

Em seguida, em uma utilizagao preferida da invencao, etanol de
grau farmacéutico de 96% ¢é adicionado ao plasma até uma concentragéo de
cerca de 8% (volume/volume). Para garantir que as proteinas nao sao des-
naturadas devido ao processo exotérmico da dissolugao de etanol no plas-
ma, ele & adicionado em um volume controlado. Simultaneamente, e com o
mesmo objetivo, a temperatura do pool de plasma é gradualmente reduzida
para cerca de 2 ° C. A presenca de etanol garante que o plasma nao conge-
lara. Nestas condi¢bes, uma fragcao proteica é precipitada, que é muito rica
em fibrinogénio e inclui a maioria das proteinas presentes no crioprecipitado,
se o dito crioprecipitado, em uma aplicagéo da invengao, nao tenha sido se-
parado antes da adicao do alcool. Esta fragao é conhecida genericamente
como fragdo de Cohn | (Fr-1), pois é obtida por um processo que correspon-
de basicamente ao descrito por Edwin J. Cohn (Cohn E.J. et al; J Am Chem
Soc, 1946). Quando o precipitado obtido neste estagio é separado, a fracao
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sobrenadante é considerada substancialmente livre de fibrinogénio e, portan-
to, livre de qualquer interferéncia que o fibrinogénio poderia causar nas cul-
turas de células, sendo apropriado para o objetivo da invengcao como um
suplemento para meios de cultura de células, uma vez que o alcool adicio-
nado foi eliminado, devido a sua toxicidade celular.

Em uma aplicagao preferida da invencao, apos ter separado um
ou nenhum dos dois precipitados descritos anteriormente (crioprecipitado e
Fr-l), etanol de grau farmacéutico 96% ¢é adicionado a mistura existente para
uma concentracao entre 20% e 25% (volume/volume). Para evitar a desnatu-
racédo de proteinas, devido ao processo exotérmico da dissolucdo de etanol
no plasma, a adigao é realizada em um volume controlado. Simultaneamen-
te, e com o mesmo obijetivo, a temperatura do pool de plasma é gradualmen-
te reduzida para cerca de -5 ° C. A presencga de etanol garante que o plasma
ndo congele. Nestas condigdes, uma fracdo proteica é precipitada, a qual é
muito rica em proteinas descritas anteriormente como presentes no criopre-
cipitado e na Fr-I (se ja nao tiver sido separada, conforme descrito anterior-
mente) e também é muito rica em imunoglobulinas, principalmente I1gG e
IgM. Esta fragcao é conhecida genericamente como fracao | + Il + [l (Fr-l + I
+ |ll), se a fracao Fr-l de Cohn nao tenha sido anteriormente separada, ou
fracao ll + Ill (Fr-ll + HI) se a Fr-1 de Cohn tinha sido previamente separada.
Quando o precipitado obtido neste estagio é separado, a fragdo do sobrena-
dante é considerada substancialmente livre de fibrinogénio e imunoglobuli-
nas e, portanto, livre de interferéncias que podem ser causadas por estas
proteinas em cultura de células, sendo apropriada para o objetivo da inven-
cao como um suplemento para meios de cultura de células, uma vez que o
alcool adicionado foi eliminado por causa de sua toxicidade celular.

Durante os estagios descritos sao aplicados controles para o
processo de producao de materiais derivados do plasma para garantir que
os processos ocorram de acordo com as especificagbes necessarias relati-
vas a concentracao de proteina, pH, contagem de microrganismos, etc.

Estes sobrenadantes sédo obtidos por um processo que corres-

ponde basicamente ao descrito por Edwin J. Cohn, embora possa haver dife-
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rengas ha composicao, devido tanto a mudangas na escala de produgéo
(numero de doagdes e o volume dos pools de plasma) e quanto as variagbes
entre o processo de acordo com a invengao e o processo de aplicacao na-
quele momento.

Estes sobrenadantes, obtidos diretamente a partir do fraciona-
mento industrial do plasma humano (baseado no método de Cohn), além da
eliminacao do etanol que eles contém (cerca de 8% na fragdo do sobrena-
dante | e aproximadamente 20% a 25% na fragdo de sobrenadante Il + Ill),
ndo necessitam de tratamentos de purificagao subsequentes. O etanol conti-
do nestes sobrenadantes pode ser eliminado por qualquer um dos métodos
conhecidos na técnica anterior. De preferéncia &€ executado por dialise ou
diafiltracao ou diretamente por liofilizacdo, evaporacao ou dessecacao (por
exemplo, secagem com spray), estes métodos sendo faceis para industriali-
zar.

Um método de preparagao valido para obter um produto comple-
tamente estavel consiste em comecgar com qualquer um dos sobrenadantes
descritos e, opcionalmente, dilui-los adequadamente com injecao de agua,
soro fisiolégico ou tampao, em um pH de 7 a 8 e uma temperatura de entre 2
a 8°C. A solugao é clarificada através de placas de celulose ou placas de
fundo que sao inertes em relagdo a adsorgéo de proteina e, finalmente, é
clarificada para um tamanho de poros de aproximadamente 0,5 micron. O
produto entao sofre diafiltragao, usando membranas de aproximadamente 10
kDa de corte molecular nominal, contra dois ou mais volumes de injecédo de
agua, solucao de soro fisiolégico ou tampao, em um pH preferido de cerca
de 7. Preferivelmente, o numero de volumes de troca de diafiltracdo & de
aproximadamente 5.

A solucao diafiltrada é clarificada por filtragao absoluta, com um
filtro gradiente de 0,2 a 0,1 micron de tamanho de poros. Em seguida, o pro-
duto pode ser nanofiltrado através de poros de aproximadamente 35 nm e
20 nm, de preferéncia a uma temperatura de 2 a 8°C e uma pressao de
transmembrana inferior ou igual a 0,1Mpa (1 bar). A carga aplicada é de pre-

feréncia cerca de 70 litros/m? da area para o filtro com o menor tamanho de
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poro.

O produto obtido pode ser concentrado por ultrafiltragido com o
mesmo valor de concentracdo de proteina total que o material de partida
(sobrenadante), ou, mais concentrado, se preferido.

Em qualquer um dos casos, o material obtido € medido em pe-
quenos frascos ou garrafas de vidro, e armazenado de preferéncia a -30 °C
ou a uma temperatura inferior até que ele seja usado. Em uma etapa prévia
a medicao do sobrenadante em frascos, uma filtracao de esterilizacao pode
ser realizada através de um poro de tamanho entre 0,1 e 0,2 micron.

O produto congelado também pode ser liofilizado ou submetido a
outros tratamentos para fornecer um produto seco. O produto pode entao ser
submetido a radiacao gama e pode ser mantido no estado seco, de prefe-
réncia a 2 até 8°C até ser usado.

Se a didfiltragdo nao é realizada sobre o material de partida
(S/Fr-1 ou S/Fr-Il + 1l ou equivalente) e eliminagao do alcool diretamente por
liofilizagao é escolhida, ele € medido em frascos de vidro ou garrafas. Antes
de medir o sobrenadante em frascos, um processo de filtracao de esteriliza-
¢ao pode ser realizado através de um poro de tamanho entre 0,1 e 0,2 mi-
cron. O material medido é congelado, de preferéncia a uma temperatura in-
ferior ou igual a -30°C, e submetido a liofilizagdo e radiagcdo gama usando
técnicas conhecidas.

Opcionalmente, o material pode ser tratado com métodos de e-
liminagaol/inativacao de agentes patogénicos. De preferéncia o material,
congelado ou liofilizado, é irradiado com radiacdo gama entre 15 e 35 kilo-
gray, sendo que o ideal entre estabilidade da composicao e eliminagao de
virus foi obtido com 25 kilograys.

O produto liofilizado pode ser armazenado por um longo periodo
de tempo, de preferéncia, entre 2 a 8°C.

Quanto a proliferagdo celular, o sobrenadante da Fr-Il + lil é
mantido estavel (percentagens de proliferagao igual a (100 * 20%) ou supe-
rior a FCS) por pelo menos 168 dias na forma liofilizada, mantido em um fre-
ezer (2 a 8°C).
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Este material, reconstituido em meio de cultura Ham F12 é esta-
vel durante pelo menos 113 dias a uma temperatura inferior ou igual a -18°C
(percentagens de proliferagcédo celular igual ou maior do que o momento ze-
ro).

A estabilidade do meio de cultura Ham F12, suplementado com
50% de S/Fr-Il + lll é de quatro dias em um freezer.

A melhor maneira de preservar o material até que ele seja usado
é como um liofilizado em sua embalagem final. Desta forma, ele pode ser
medido em doses diretamente e o etanol pode ser eliminado no processo de
liofilizag&o real.

Estes sobrenadantes sao adicionados ao meio de cultura con-
vencional livre de soro contendo sais inorganicos, aminoacidos e vitaminas,
entre outros componentes necessarios para o crescimento da célula, como o
meio Ham F12 ou meio Dulbecco modificado (DMEM), por exemplo.

O meio resultante pode ser usado para a cultura de uma ampla
variedade de células de mamiferos. As técnicas convencionais e as condi-
¢oes de cultura conhecidas por uma pessoa versada na técnica sao usadas
para esta finalidade.

O sobrenadante liofilizado pode ser reconstituido em meio de
cultura basal, por exemplo, meio Ham F12 ou meio essencial minimo modifi-
cado Dulbecco (DMEM), em agua destilada ou desionizada e agua apirogé-
nica, ou em solugdes salinas ou tampdées comuns em cultura de células.

O sobrenadante reconstituido em meio de cultura pode ser usa-
do para suplementar o meio de cultura basico, acrescentando entre 2% e
50% (v/v) de sobrenadante reconstituido, por exemplo: 2 ml da fragiao so-
brenadante | ou fragdo sobrenadante Il + lil reconstituida em um meio com
98 ml de meio base (2%). Outro exemplo seria adicionar 50 ml da fracao so-
brenadante | ou fracdo sobrenadante Il + |l reconstituida em um meio com
50 ml de meio basal (50%).

E recomendavel que o sobrenadante reconstituido em agua, so-
lugdes salinas ou tampdes adequados para a cultura de células seja adicio-

nado ao meio de cultura basal a entre 2% e 20% (v/v), por exemplo, 20 mi



10

15

20

25

30

17

de sobrenadante reconstituido em 80 ml de meio (20%). Se as concentra-
coes de 50% (v/v) sao obrigatoérias, o sobrenadante reconstituido teria de ser
adicionado a um meio basico de duplo concentrado (2X), por exemplo, adi-
cionar 50 ml da fragdo sobrenadante | ou fracdo sobrenadante Il + Il em a-
gua a 50 ml de meio basico 2X.

O meio de cultura suplementado pode ser utilizado para as téc-
nicas de cultura usuais e este meio suplementado pode ser usado direta-
mente ou filtrado de antemao através de 0,22 uym.

Material congelado preservado (sobrenadante) deve ser des-
congelado antes de ser adicionado ao meio de base. Depois de descongela-
do é recomendavel que ele seja adicionado ao meio de cultura de base a
entre 2% e 20% (v/v), por exemplo, 20 ml da fracao sobrenadante Il + Il re-
constituida em 80 ml de meio (20%). Se concentragdes de 50% (v/v) sao
obrigatérias, quando suplementando o meio a fragao | ou fragao sobrena-
dante Il + lll teria de ser adicionada duplamente concentrada (2X), por e-
xemplo, adicionar 50 ml da fracao Il + Il sobrenadante a 50 ml de meio basi-
co 2X.

O meio de cultura suplementado pode ser utilizado para as téc-
nicas de cultura usuais e o meio suplementado pode ser usado diretamente
ou depois de ser filtrado através de 0,22 pm.

Exemplo 1

Preparacao do sobrenadante das fragdes | e Il + lIl.

Doacdes individuais de plasma produzidos por plasmaférase sao
misturadas e descongeladas, o descongelamento sendo realizado em um
reator a uma temperatura controlada de entre 0°C e 4°C. Ao final das contas,
3783 kg de plasma sao obtidos.

Para separar o crioprecipitado, o plasma & centrifugado entre
9000 e 12 mil xg, mantendo a temperatura de centrifugacao, entre 0°C e
4°C.

Para separar a fracao |, a concentragao de proteina do sobrena-
dante do crioprecipitado (C/S), que deve ser de aproximadamente 5%, é ve-

rificado. Se for superior, ele é diluido com agua de injegcao. O pH também é
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ajustado para aproximadamente 7.

Comecgando com o C/S, o etanol é adicionado a uma concentra-
cao de 8% (volume/volume). A velocidade com que o etanol & adicionado
deve ser lenta (menor ou igual a 2 kg/min), com agitagdo moderada para
evitar a desnaturacdo. Durante a adigcdo de etanol a temperatura do sobre-
nadante é gradualmente reduzida no reator de precipitagdo até atingir uma
temperatura final de -2°C. O pH final deve ser de aproximadamente 7.

Apbs cerca de duas horas de reacgao, centrifugacao é realizada
para separar a fragao |. Esta centrifugacao ocorre entre 9000 e 12000 xg. O
sobrenadante obtido (S/Fr-1) € mantido a uma temperatura entre 0°C e -4°C.

Neste ponto, ou no C/S, o complexo protrombinico podem, op-
cionalmente, ser extraidos por cromatografia de troca i6énica (Curling, JM ed;
Methods of plasma fractionation, Academic Press 1980).

Para separar a fragao Il + lil, o pH da S/Fr-l é ajustado para a-

proximadamente 7 e o etanol entdo é adicionado para leva-la a aproxima-

~ damente 20% (volume/volume). A velocidade com que o etanol é adicionado

deve ser lenta (menor ou igual a 2 kg/min) e com agitagdo moderada para
evitar a desnaturacdo. Durante a adigao do etanol, a temperatura do sobre-
nadante é gradualmente reduzida no reator de precipitacdo a uma tempera-
tura final de aproximadamente -5°C. O pH final deve ser de cerca de 7.

Neste exemplo, apds cerca de seis horas de tempo de reacao a
fracao Il + lll &€ separado.

Neste ponto (sobrenadante da fragdo Il + Ill), ou no C/S, ou no
S/Fr-I a antitrombina pode, opcionalmente, ser extraida por cromatografia de
afinidade a heparina (Fernandez J. et al. Sangre 41 (supl. 3 ) 42 (1996).

Exemplo 2

Dose de medicéao e liofilizagcao

Um sobrenadante da fragdo Il + Il obtido de acordo com o e-
xemplo 1 é diluido com agua de injegcéo para um pH de 7 - 8 e uma tempera-
tura entre 2°C e 8°C até que uma concentracdo de etanol de 8% seja alcan-
cada. A solugao é clarificada através de placas de celulose de até 0,5 micron

de tamanho dos poros. Em seguida, o produto € submetido, opcionalmente,
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a diafiltragao para eliminar o etanol, utilizando membranas de polissulfona de
10 kDa de corte nominal molecular, na presenca de agua de injecdo, em um
pH de 7. O namero de volumes de cambio durante diafiltracao é 5.

A solugéao é clarificada por filtragdo absoluta com um gradiente
de filtro de 0,2 micron até 0,1 micron de tamanhovdos poros. Em seguida, o
produto € opcionalmente nanofiltrado através de poros de 35 nm e 20 nm,
com filtros de celulose de Cupra-aménio a uma temperatura entre 2°C e 8°C
€ uma pressao transmembrana de menos de 0,1 Mpa (menos de um bar), no
maximo, até que os filtros estejam bloqueados.

O produto é concentrado por ultra-filtragao com o mesmo valor
de concentracdo de proteina total que o material de partida e, apos a filtra-
gem de esterilizacdo através de poros de 0,2 micron, € medido em frascos
de vidro e armazenado a -30°C até ser utilizado.

O produto congelado pode ser liofilizado para fornecer um pro-
duto seco, que é submetido a radiagdo gama e pode ser mantido entre 2°C e
8°C até ser utilizado.

Exemplo 3

A composicao majoritaria dos diferentes lotes de material obtida

de acordo com o exemplo 2 (sobrenadantes liofilizados reconstituidos em

H20), comparada com a do soro fetal bovino é mostrada nas tabelas abaixo:
Soro bovino|Fragao ll+Ill so-|Fracdo | So-
fetal brenadante brenadante

LOTE n=3 (xxDT) n=3 (xxDT) n=(1-4) *
Proteina  Total (BIORAD) |35 134 5 07 |30,81+2.29 38.39
(mg/mil)
Eletroforese (Albumina%) 46,86 + 1,22 76,27 +1,73 62,35
E(Iz’;roforese (Alfaglobulina 4,64 +0,18 3.41
Eletrof Alfaglobuli 44,93 1,49

Oetro orese (Alfaglobulina 9,28 + 1.48 10,24
2%)
Eletoroforese (Betaglobu- 6.13 £ 0,32 7.74 + 0,43 11,33
lina%)
Eletroforese (Gamaglobuli-{1,02+0,16 [1,63 +0,30 12,37
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Soro bovino|Fragcao I+l so-|Fracdo | So-
fetal brenadante brenadante
LOTE n=3 (xxDT) n=3 (xtDT) n=(14) *
nas%)
Eletroforese (rest%) 0-0,26 0,08-0,63 0,31
Albumina(g/l) ND 23,8+2,1 27,500
a-ANTITRIPSINA(g/l) ND 0,915 £ 0,05 1,270 £ 0,09
('S‘I'If;“‘ acido glicoproteina| \ p, 0,574+ 0,06  |0,760 % 0,05
Apo-Al (g/L) ND 0,354 £ 0,07 0,804 + 0,07
Haptoglobina(g/l) ND 0,826 + 0,05 1,173
a2-macroglobulina (g/l) ND 0,296 + 0,04 1,529 + 0,16
ATIH (g/t) ND 0,200 £ 0,01 0,228 + 0,02
Apo-All (g/L) ND 0,195 £ 0,02 0,233 + 0,01
Ceruloplasmina(g/l) ND 0,147 £ 0,02 0,269 + 0,03
Transferrina(g/l) ND 1,615+ 0,11 1,883
Hemopexina(g/l) ND 0,442 + 0,01 0,662 + 0,03
Plasminogénio (g/l) ND <0,0228 0,092
Apo-B (g/L) ND <0,0428 0,570 £ 0,03
Fibrinogénio (g/l) ND <0,0329 0,285
IgG (g/l) ND 0,347 £ 0,03 6,370
IgA (g/l) ND 0,496 + 0,03 1,807
IgM (g/l) ND 0,043 - 0,1105 1,125 + 0,37
Osmolalidade (MOsmikg)  |39500  *(23467+3530 (6325
Turvagao (NTU) 21,52 +2,20 |158-281 2753
pH (1%) 7,39+0,03 |8.42+0,14 9,44
Bicarbonato (mmol/L) 13,00£1,73 |2-6 189
Cloretos (mmol/l) 106,00 + 1,00 (71,80 £ 3,12 182
Potassio (mmol/l) 10,67 £ 0,58 |2,87 + 0,23 6
Saédio (mmol/l) 137,33 £ 3,21 130,33 £ 4,93 252
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Soro bovino|Fragao I+l so-|Fragdo | So-
fetal brenadante brenadante
LOTE n=3 (x+DT) [n=3 (xxDT) n=(1-4)*
Calcio (mg/L) 139,90 + 8,03 | 53,07 £ 6,45 65,70 + 0,87
Fésforo (mg/dL) 9,37 +£1,08 (2,17 £0,21 2,97 £ 0,06
Zinco (ug/L) g;gzéf *1611,50 + 24,75 |1318
Chumbo (ug/L) <5 <5 <5

* = 3 dos lotes sdao analisados antes de ser liofilisados.

ND = Nao determinado
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Exemplo 4

Teste da proliferagédo de células da linhagem CHO com meio su-
plementado com o sobrenadante da fragao .

A linhagem de células CHO consiste em células de ovario de
hamster chinés que tém uma morfologia epitelial e cresce de maneira adesi-
va. A cultura utilizada vem da Colecao Europeia de Culturas de Células (E-
CACC), n° de catalogo 85.050.302.

O sobrenadante da fracao | é reconstituido com meio de cultura
Ham F12 como mencionado acima.

Diferentes concentracées (volume/volume) da fragao | sao culti-
vadas em meio de cultura (20% e 40% e 60%, 80% e 100%) e em meio su-
plementado por 20% (volume/volume) de soro fetal bovino (FCS) e meio nao
suplementado.

Uma placa de 96 cavidades &€ semeada com 50 pl por cavidade
de uma suspenséo de células CHO em uma concentragdo de 5 x 10° e 1 x
108 células/ml em meio de cultura ndo suplementado.

50 pl por cavidade do meio a ser testado sao adicionados a cada
coluna da placa de modo que a dilui¢ao final dara um meio néo suplementa-
do, suplementado com 10% de FCS e com 10%, 20%, 30%, 40% e 50% da
fracdo | do sobrenadante.

A placa de 96 cavidades é incubada a 37°C em uma atmosfera
com 8% de CO; e alta umidade relativa (incubadora de cultura de células)
por 48 horas.

100 pl de meio nao suplementado sdo adicionados a uma coluna
como uma amostra de comparacgao.

Depois de 48 horas de incubagao, 10 uyl de reagente WST-
1/ECS do kit ensaio de proliferagcao de células Millipore, disponivel comerci-
almente, n° de catalogo 2210, & adicionado a cada cavidade.

Depois de 2 a 4 horas de incubagao nas condi¢cdes de cultura
usuais para a linhagem (37°C e 8% de COy), a placa é agitada por um minu-
to e a absorvéncia € medida em um leitor de microplacas em um comprimen-

to de onda de 420 a 480 nm, o comprimento da onda de leitura de referéncia
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sendo superior a 600 nm (placas sao normalmente lidas em um leitor Tecan
SUNRISE a um comprimento de onda de 450 nm e um comprimento de on-
da de referéncia de 620 nm, utilizando o software Magellan V 6.3 para leitura
e analise de dados para verificar o aparelho).

Valores de absorvéncia mais elevados do que a amostra de
comparacao mais duas vezes o desvio padrao da mesma sao considerados
positivos para esta técnica.

Na proxima etapa, o valor médio da amostra de comparagao é
subtraido do resto das cavidades da placa.

Os valores médios das cavidades de cada coluna sao calculados
(uma vez que a amostra de comparagao para esta técnica tenha sido subtra-
ida) comparando o valor médio de cada coluna ao valor médio do meio nao
suplementado e o meio suplementado com FCS ou com diferentes concen-
tracdes do sobrenadante da fracao |, respectivamente.

Células em meio n&ao suplementado sao vistas como nao prolife-
radoras (0%) e, portanto, o valor médio de absorvéncia nesta coluna é sub-
traido de todos os valores médios de todas as colunas.

O valor de absorvéncia do meio de referéncia (meio Ham F12
suplementado com 10% FCS) é tomado como o valor de proliferacao 100%
e, por conseguinte, uma vez que o valor do meio nao suplementado foi sub-
traido, todos os valores médios do ponto anterior sao divididos por este valor
para obter a percentagem de proliferagcao relativa ao meio de referéncia.

Com meios suplementados por entre 20% e 50% de fragdo | do
sobrenadante, como regra geral, os percentuais de proliferagao obtidos sao
semelhantes ao meio de referéncia (meio com 10% de soro bovino fetal) ou
muito mais elevados (meio com 50% do sobrenadante da fragdo | ).

Os resultados da proliferacao estao mostrados abaixo como por-
centagens.

Proliferacao de células CHO (%) em meio Ham F12 suple-
mentado com FCS ou S/Fr |
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10% S/Fr1R0% S/Fr.l [30% S/Fr] 140% S/Fri
10% FCS (2,5 50% SIFT.1 (29
s/s 6 mg/ml [(12ma/ml {17 mg/ml (23 ma/mi
mg (mg/mi alb) glb) g o) 9 ;Ib) g (a ) 9 mg/mi alb)
0 100 70 120 168 b06 b33

S/S sem suplemento; FCS: soro bovino fetal; alb: albumina

Exemplo 5

Teste da proliferacao de células da linhagem de células CHO
com meio suplementado pelo sobrenadante da fragao Il + Ill.

O teste realizado foi idéntico ao teste anterior, suplementando os
meios com a fragao Il + Ill do sobrenadante, em vez do sobrenadante da
fracao .

Quanto aos resultados da proliferacao, usando 20% do sobrena-
dante da fragao Il + lll para suplementar o meio, os resultados sdo seme-
lhantes aos obtidos com o meio de referéncia (suplementado com 10% de
FCS) e quando os meios suplementados com 50% de fracao Il + lll do so-
brenadante sdo usados, os resultados da proliferagdo sao superiores aos
obtidos com o meio de referéncia.

Os resultados da proliferacdo sédo mostrados abaixo como per-
centagens.

Proliferacdao de células CHO (%) em meio Ham F12 suple-
mentado com FCS e S/Fr-lI+lll (n=4)

10% FCS 20% S/Fril+Ill 30% S/Er.I+IIl 40%  S/FrlI+II50% S/Fr.1I+1I
S/S

2.5 mg (mg/ml alb) k4.8 mg/ml alb) (7.1 mg/ml alb) (9.5 mg/ml alb) {11.9 mg/ml alb)
0 100 85 104 123 160

S/S sem suplemento; FCS: soro bovino fetal; alb: albumina

Exemplo 6

Teste da proliferagdo de células da linhagem de células CHO
com meio suplementado por fracdo Il + Il do sobrenadante com irradiacao

gama
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O teste realizado foi idéntico ao teste anterior, suplementando o
meio com a fracao Il + Il do sobrenadante e irradiada com raios gama, nas
doses de 25 e 35 kGy (quiloGrays).

Quanto aos resultados da proliferagao, nenhuma diferenca signi-
ficativa mostrou existir entre os resultados obtidos com a fragao 1l + lll do
sobrenadante, sem irradiagéo e com irradiagao a 25 e 35 kGy.

Os resultados da proliferacao estao mostrados abaixo como per-
centagens.

Proliferagcao de células CHO (%) em meio Ham F12 suple-

mentado com FCS, S/Fr-ll + lil ou S/Fr-ll + |1l irradiada com raios gama

50% S/Frli+lll 50%  S/Frli+lll  25(50%  S/Fr.lI+lI
[G3] kGy 35 kGy

S/IS |10% FCS

0 100 155 150 142

S/S sem suplemento; FCS: soro bovino fetal; kGy: kiloGrays

Exemplo 7

Teste da proliferacao de células da linhagem de células Vero,
com meio suplementado por irradiacdo gama da fracao Il + Il do sobrena-
dante (25 kGy).

O teste realizado foi idéntico ao teste no Exemplo 1, utilizando
como meio de cultura de base, meio essencial minimo Dulbecco modificado
(DMEM), e a linhagem de células Vero em vez da linhagem CHO.

A linhagem de células Vero consiste em células de rim de maca-
co verde Africano, a morfologia dessas células, sendo semelhante a fibro-
blastos (tipo fibroblastos) com um habito de crescimento adesivo. A cultura
usada vem da Colecao Europeia de Culturas de Células (ECACC), n° de
catalogo 84.113.001.

Os resultados da proliferagdo obtidos mostram um resultado
muito similar ou maior do que o obtido com o meio de referéncia acima de
30% de suplementacdo com fracao Il + lll do sobrenadante com irradiacao

gama. O meio suplementado com 20% de fragao Il + Il do sobrenadante
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com irradiacdo gama da resultados muito semelhantes ao meio de referéncia
(meio basico suplementado com 10% de FCS).

Os resultados da proliferacdo estao mostrados abaixo como per-
centagens.

Proliferacao de células Vero (%) em meio DMEM suplementado

com FCS ou S/Fr-lI+lll (n=8) com irradiagdo gama
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Exemplo 8

Subcultura da linhagem de células CHO com meio Ham F12 su-
plementada por 50% de fracao Ii + Il do sobrenadante (25 kGy).

Um frasco com uma cultura de células CHO geralmente préximo
a confluéncia é usado.

O meio de cultura deve ser decantado.

A monocamada de células é lavada com solucao salina tampo-
nada com fosfato (PBS) a uma temperatura entre 20°C e 37°C, com cerca de
10 ml por cada 25 cm? e decantada.

Uma solugao contendo 0,05% de tripsina/EDTA 0,02% é adicio-
nada (a tripsina pode ser recombinante ou de origem animal), usando 2 ml
por cada 25 cm? de superficie cultivada. A solucao esta espalhada por toda
a superficie para que forme uma pelicula fina e o excesso de solugao é de-
cantado.

A garrafa deve ser mantida a uma temperatura entre 20°C e
37°C até que as células se separem da superficie.

Meio de cultura Ham F12 suplementado com 50% de fragcao Il +
Il do sobrenadante (25 kGy) é adicionado entre 5 mi e 15 ml por frasco de
cultura.

As células sao dissociadas por agitagdo da garrafa ou pipeta-
gem, e as células contadas.

Elas sao despejadas em novas garrafas de cultura distribuidas
na proporg¢ao entre 1:3 e 1:10.

O volume total do meio Ham F12 suplementado com 50% de
fracao Il + lll do sobrenadante (25 kGy) na nova garrafa de cultura deve ser
de 0,2 a 0,3 ml/cm? da superficie da cultura.

A garrafa é incubada em uma incubadora de cultura de células a
37°C com umidade relativa elevada e uma concentragdo de CO, apropriadas
para o meio de cultura utilizado (neste caso, 8%)).

O meio de cultura deve ser trocado a cada um a trés dias.

Depois de varias passagens utilizando o meio de cultura suple-

mentado com 50% de S/Fr-ll + lll (25 kGy), observou-se que a cultura per-
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maneceu viavel e tinha capacidade de crescimento.

Viabilidade, o tempo de duplicacdo da populacao (PDT) e o nu-
mero total de células em uma superficie de 75 cm? foram monitorados por 16
passagens consecutivas, resultando em uma rentabilidade média de
92,79%, um PDT médio de 73,8 horas e uma média total de células de 4,34
x 10° células/75 cm?. Os resultados obtidos usando o meio de referéncia du-
rante nove passagens consecutivas tiveram viabilidade média de 97,81%,
PDT médio de 27,49 horas e o numero total médio de células de 1,28 x 10’
células/75 cm?.

Em um segundo experimento, os mesmos parametros foram
monitorados em células CHO cultivadas com 50%, 20% e 10% S/Fr-1I + 11l
durante 3 a 7 passagens. Para as células cultivadas em meio suplementado
com 50% de S/Fr-ll + lll, um PDT de 103,22, viabilidade de 90,21% e 6,14 x
10° células/75 cm? foram obtidos. Para as células cultivadas em meio su-
plementado com 20% de S/Fr-ll + lll, um PDT de 70,45, viabilidade de
94,89% e 7,72 x 10° células/75 cm? foram obtidos. Para as células cultivadas
em meio suplementado com 10% de S/Fr-ll + Ill, um PDT de 83,04, viabili-
dade de 91,07% e 5,87 x 10° células/75 cm? foram obtidos.

Exemplo 9

Subcultura da linhagem de células CHO com meio Ham F12 su-
plementada por 20% da fracéo Il + Ill do sobrenadante (25 kGy).

A sub-cultura é realizada da mesma forma como no exemplo an-
terior, mas utilizando meio Ham F12 suplementado com 20% de fracao Il +
Il do sobrenadante (25 kGy) em vez dos 50%. '

Em seguida a varias passagens usando o meio de cultura su-
plementado com 20% de S/Fr-Il + 1l (25 kGy), observou-se que a cultura
permaneceu viavel e tinha capacidade de crescimento.

Neste caso, a viabilidade, o PDT e o namero total de células em
75 cm? foram monitorados durante seis passagens consecutivas, a viabilida-
de média de 97,13%, PDT médio de 86,32 horas e o nimero total médio de

células de 5,96 x 10° células/75 cm?.
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Exemplo 10
Estabilidade da Fr-ll + Ill do sobrenadante, medida como percen-
tagem de proliferacao de células CHO, suplementada com 50% de Fr-Il + Il
do sobrenadante reconstituido em Ham F12, em comparagcdo com o meio
suplementado com soro bovino fetal a 10%.
Tabela 1
Estabilidade liofilizada a 4°C

T=0 T=105dias | T= 112 dias | T= 168 dias
Placa 1 129,69 113,85 140,70 79,52
Placa 2 138,75 84,11 148,71 87,40
Média 134,22 98,98 144,71 83,46

A Fr-Il + lll do sobrenadante permanece estavel (percentagens
de proliferagao igual a (100 £ 20)% ou superior que FCS) por pelo menos
168 dias na forma liofilizada, armazenada em um freezer (2°C a 8°C).

Tabela 2

Estabilidade reconstituida = -18°C

Lote 1 =0 T=98 dias T=105 dias T=113 dias
Placa 1 129,69 111,36 136,82 136,53
Placa 2 138,75 118,08 75,27 154,03
Média 134,22 114,72 106,.05 145,28
Lote 2 T=0 T=28 dias T=91 dias T= 98 dias
Placa 1 79,52 169,77 76,00 132,29
Placa 2 87,40 184,16 171,67 133,30
Média 83,46 171,96 123,84 132,79

Este material, reconstituido em meio de cultura Ham F12, é es-
tavel durante pelo menos 113 dias a uma temperatura inferior ou igual a -
18°C (percentagens de proliferagdo celular igual ou maior do que no momen-

to zero).
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REIVINDICAGCOES

1. Meio para a cultura de células de mamiferos, caracterizado
pelo fato de que adicionalmente aos nutrientes usuais em meio de cultura
basal para a cultura de células de mamiferos, compreende o sobrenadante
da fracdo | do método de Cohn ou o sobrenadante da fracao Il + [l do méto-
do de Cohn.

2. Meio de cultura de acordo com a reivindicagao 1, caracteriza-
do pelo fato de que os sobrenadantes das fragbes de Cohn s&o obtidos a
partir de misturas (pools) de pelo menos 1.000 doadores humanos.

3. Meio de cultura de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, carac-
terizado pelo fato de que o sobrenadante da fragdo de Cohn é seco.

4. Meio de cultura de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que o sobrenadante da fracao de
Cohn é congelado.

5. Processo para a preparacao de um meio de cultura de células
de mamiferos, como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que a preparacao do sobrenadante de fragao | ou
fracao Il + 1ll do fracionamento de plasma humano de acordo com o método
de Cohn compreende as etapas:

- precipitagao com etanol

- separagao do sobrenadante

- congelamento ou secagem

e, opcionalmente, os estagios de:

- diluicdo e/ou

- didlise ou diafiltracdo e/ou

- eliminacéo de agentes patogénicos;

e adicao subsequente do sobrenadante preparado desta maneira para o
meio de cultura basal.

6. Processo de acordo com a reivindicagio 5, caracterizado pelo
fato de que o sobrenadante seco é reconstituido em meio de cultura basal,
em agua destilada ou deionizada e agua apirogénica, ou em solugdes sali-

nas ou tampdes comumente usados em cultura de células.



7. Processo de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado pelo
fato de que o sobrenadante seco € reconstituido em meio de cultura basal.

8. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagcées 5 a
7, caracterizado pelo fato de que o plasma humano é obtido a partir de mis-
turas (pools) de pelo menos 1.000 doadores humanos.

9. Uso de um meio de cultura que compreende o sobrenadante
da fracao | do método de Cohn ou o sobrenadante da fragao Il + Il do méto-
do de Cohn, caracterizado pelo fato de ser para cultura de células de mami-

feros.
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RESUMO

Patente de Invengédo: "MEIO DE CULTURA DE CELULAS DE MAMIFE-
ROS QUE COMPREENDE SOBRENADANTE DE ESTAGIOS DE FRA-
CIONAMENTO DE COHN, SEU PROCESSO DE PREPARAGCAO E USO".

A presente invencao refere-se aos meios de cultura de células
de mamifero que compreendem sobrenadante de algumas das fragdes do
fracionamento de plasma humano de acordo com o método de Cohn, mais
especificamente, o sobrenadante das fragoes | e Il + lll. Quando o dito so-
brenadante & adicionado como um suplemento do meio de cultura, fornece
varios nutrientes e fatores para a manutencao e/ou a proliferagdo efetiva de
culturas de células de mamiferos. Além disso, a presente invengao refere-se
ao processo de preparacao e utilizagao do referido meio de cultura de célu-

las de mamiferos.
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