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RESUMO

“MEIOS DE CULTURA CELULARES LIVRES DE OLIGOPEPTIDEOS”

Sdo providenciados meios de cultura celulares livres
de oligopeptideos que compreendem pelo menos 0,5 mg/L de
uma poliamina e métodos de cultivar células em ditos meios
de cultura celulares livres de oligopeptideos que
compreendem pelo menos 0,5 mg/L de uma poliamina. Também
sdao providenciados métodos para expressar pelo menos uma
proteina num meio que compreende pelo menos 0,5 mg/L de uma
poliamina e métodos para produzir pelo menos um virus num

meio que compreende pelo menos 0,5 mg/L de uma poliamina.



DESCRIGAO

“MEIOS DE CULTURA CELULARES LIVRES DE OLIGOPEPTIDEOS”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencado refere-se a meios de cultura
celulares 1livres de oligopeptideos gque compreendem pelo
menos 0,5 mg/L de uma poliamina e a métodos para cultivar
células em ditos meios de cultura celulares livres de
oligopeptideos que compreendem pelo menos 0,5 mg/L de uma
poliamina. A invencdo também se refere a métodos para
expressar pelo menos uma proteina num meio que compreende
pelo menos 0,5 mg/L de uma poliamina e a métodos para
produzir pelo menos um virus num meio que compreende pelo
menos 0,5 mg/L de uma poliamina.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Para o cultivo das células, em particular de células
eucariontes, e mais especificamente células de mamiferos,
existe wuma necessidade continua de wutilizar meios de
cultura especiais qgue providenciem substéncias nutrientes
gque sd0 necessarias para o0 crescimento eficiente das
células e para a produgdo de ©produtos bioldgicos,
especialmente biofarmacéuticos, tais como, por exemplo,
proteinas recombinantes, anticorpos, virus, antigenos
virais e particulas tipo virus. Para a producdo eficiente
de ditos produtos bioldgicos, € importante conseguir uma
densidade celular o6tima bem como um aumento da prépria
expressdo proteica de modo a obter um rendimento maximo do
produto.

As formulacgbes de meios de cultura celulares tém sido
suplementadas com  uma gama de aditivos, incluindo
componentes indefinidos, como soro bovino fetal (FCS),
varias proteinas derivadas de animais e/ou hidrolisados

proteicos de origem bovina, bem como hidrolisados proteicos



derivados de plantas ou leveduras.

Em geral, soro ou substéncias derivadas de soro, tais
como, por exemplo albumina, transferrina ou insulina, podem
compreender agentes 1ndesejados que podem contaminar as
culturas celulares e o0s produtos bioldgicos obtidos dos
mesmos. Além disso, aditivos derivados de soro humano tém
de ser testados para todos os virus conhecidos, incluindo
os virus da hepatite e do VIH que podem ser transmitidos
pelo soro. Além disso, 0O soro bovino e o0s produtos
derivados do mesmo acarretam o risco de contaminacdo por
BSE. Adicionalmente, todos os produtos derivados de soro
podem ser contaminados por substéncias desconhecidas.
Existem varios problemas na utilizacgdo de soro ou aditivos
proteicos derivados de fontes humanas ou animais em
culturas celulares (por exemplo, a qualidade varidvel na
composicdo de diferentes lotes e o risco de contaminagao
com micoplasma, virus ou BSE), particularmente se as
células sdo utilizadas no fabrico de farmacos ou vacinas
para administracdo humana.

Assim, tém sido feitas varias tentativas de
providenciar sistemas hospedeiros e condigdes de cultivo
eficientes, qgue ndo requerem soro ou outros compostos
proteicos animais.

Tais meios livres de soro foram desenvolvidos na base
de extratos proteicos derivados de plantas ou leveduras.
Por exemplo, os hidrolisados de soja sao conhecidos por
serem Uteis em processos de fermentacdo e por poderem
potenciar o crescimento de muitos organismos, leveduras e
fungos fastidiosos. O documento WO 96/26266 descreve que
digestdes papaicas de farinha de soja sdo uma fonte de
carbohidrato e azoto e que muitos dos componentes podem ser
utilizados em culturas de tecidos. Franek et al.
(Biotechnology Progress (2000) 16, 688 - 692) descrevem os
efeitos promotores do crescimento e produtividade de

fragbes ©peptidicas de hidrolisados de trigo e soja



definidas.

O documento WO 96/15231 revela um meio livre de soro
composto de um meio essencial minimo sintético e de um
extrato de levedura para a propagagdo de células de
vertebrado e um processo de producdo de virus. Uma
formulacdo de meio composta de um meio de cultura celular
basal que compreende um péptido de arroz e um extrato de
levedura e um digerido enzimdtico do mesmo e/ou um lipido
de planta para crescimento de células animais é revelado no
documento WO 98/15614. Um meio que compreende hidrolisado
de soja purificado para o cultivo de células recombinantes
é revelado no documento WO 01/23527. O documento WO
00/03000 revela um meio que compreende um hidrolisado de
soja e um extrato de levedura, mas também regquer a presencga
de formas recombinantes de proteinas animais, tais como
fatores de crescimento.

O documento EP-A-0 481 791 descreve um meio de cultura
definido biogquimicamente para cultivar células CHO
fabricadas por engenharia genética, que €& livre de
proteina, lipido e carbohidrato isolado de uma fonte
animal, gque compreende, ainda, uma insulina recombinante ou
andlogo da insulina, 1 % a 0,025 % p/v peptona de soja
digerida com papaina e putrescina. O documento WO 98/08934
descreve uma cultura de células eucariontes livre de soro
que compreende péptidos de soja hidrolisados (1 - 1000
mg/L), 0,01 a 1 mg/L putrescina e uma variedade de
componentes derivados de animais, incluindo albumina,
fetuina, varias hormonas e outras proteinas. Neste
contexto, é de notar que a putrescina também & conhecida
por estar compreendida em meios padrdo, como DMEM/F12 de
Ham numa concentracdo de 0,08 mg/L.

Os hidrolisados de plantas e/ou leveduras, contudo,
sdo misturas indefinidas de oligopeptideos e outros
componentes e contaminantes desconhecidos. Além disso, a

qualidade de lotes de hidrolisados disponiveis



comercialmente varia muito. Como resultado, existem grandes
variacdes na produgdo de proteinas recombinantes ou
produtos virais (uma variacgdo de até um fator de 3) em
funcdo dos lotes de hidrolisados utilizados ("variacgdo de
lote para lote"). Esta desvantagem afeta a proliferacdo das
células, bem como a expressdo proteica de cada célula.

Em resumo, o0s meios conhecidos no estado da arte séo
suplementados com proteinas ou extratos peptidicos
derivados de animais, plantas ou leveduras; ou com versodes
recombinantes de proteinas, tais como, por exemplo,
insulina, fator de crescimento tipo insulina ou outros
fatores de crescimento.

Assim, existe uma necessidade de um meio de cultura
celular que € 1livre de ©proteinas e/ou oligopeptideos
animais, vegetais e fungicas, de modo a wultrapassar oS
problemas anteriormente mencionados. Além disso, existe uma
necessidade atual de aumentar o rendimento das proteinas
recombinantes expressas ou de qualquer outro produto de
expressdo e de providenciar um meio de cultura celular
6timo para a produgdo de produtos bioldgicos, tais como
aqueles utilizados como produtos farmacéuticos ou vacinas
em humanos.

SUMARIO DA INVENCAO

E um objeto da presente invencdo providenciar meios de
cultura celulares 1livres de oligopeptideos. Um objeto
adicional da presente invencdo é providenciar métodos para
cultivar células em ditos meios, bem como métodos para
expressar de forma eficiente proteinas recombinantes e/ou
métodos para a producgdo eficiente de virus.

E um outro objeto da presente invencdo eliminar
hidrolisados derivados de animais, plantas e/ou leveduras e
providenciar meios que ndo compreendem gquaisquer proteinas
ou oligopeptideos suplementares adicionados.

Surpreendentemente, a adicdo de pelo menos 0,5 mg/L de

uma poliamina a meios de cultura celulares providencia um



efeito wvantajoso, ndo sé promovendo o crescimento celular
mas também aumentando a expressdo proteica e/ou viral por
célula. Dito efeito vantajoso inesperado pode ser
conseguido mesmo em meios livres de oligopeptideos.

Além disso, 0s meios livres de oligopeptideos
utilizados num método de acordo com a presente invencéo
permitem o crescimento celular consistente e rendimento
aumentado de produtos desejados, particularmente de
proteinas alvo, tais como proteinas recombinantes e/ou
virus, independentemente da qualidade ou variac¢des entre
lotes de quaisquer hidrolisados proteicos. A suplementacao
especifica de meios de cultura celulares com  uma
concentracdo especifica de poliaminas atua para aumentar o
crescimento celular, a produtividade especifica da célula e
a densidade final celular.

Assim, o0s meios utilizados num método de acordo com a
presente invengdo sdo mais favordveils para a expressdo de
proteinas recombinantes, producdo de virus e taxa de
crescimento celular quando comparados com  0OS meios
conhecidos na arte. Além disso, o) meio livre de
oligopeptideos wutilizado num método de acordo com a
presente invencdo obvia a adigdo de hidrolisado proteico ao
meio de cultura celular.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra um grafico que descreve o efeito da
adigdo de 2,0 mg/L putrescina.2HCl na produtividade
volumétrica de FV111-CoA, expressa em [Unidades por Litro
por Dia], de células GD8/6 cultivadas em meio BAV ao longo
do tempo de cultivo, expresso em [dias]. Seta = Dia 11:
Adigdo de Putrescina.2HCl (2,0 mg/1l)

A Figura 2 mostra um quadro que compara o efeito da adicéo

de putrescina opcionalmente em combinacéo com a
suplementacdao adicional com Fe (11) e Cu (11) na
produtividade volumétrica e celular especifica (QP,

expressa em [Unidades por Litro por Dia], gp, expressa em



[mU por células 10E06 por dial]) e na taxa de crescimento
especifica 1, expressa como taxa de crescimento especifica
por dia em [d'] de células GD8/6 cultivadas em meio BAV.
A Figura 3 mostra um quadro que compara o efeito da
putrescina e/ou ornitina na taxa de crescimento especifica
(n absoluta, p relativa) e na produtividade <celular
especifica (gp absoluta, expressa em [mU por 10EQ06 células
por dial, gp relativa, expressa em %) de células GD8/6
cultivadas em meio BAV.
A Figura 4 mostra um gquadro que compara o efeito da
putrescina e espermina na taxa de crescimento especifica (u
absoluta, 1 relativa) e na produtividade celular especifica
(gp absoluta, gp relativa) de células GD8/6 cultivadas em
meio BAV.
A Figura 5 mostra um quadro que compara o efeito da
putrescina e etanolamina no crescimento especifico (p.
absoluta, p relativa) e na produtividade celular especifica
(gp absoluta, qgp relativa) de células GD8/6 cultivadas em
meio BAV.
A Figura 6 mostra um grafico que descreve o efeito da
adicdo de 3,6 mg/L putrescina.2HCl no titulo do virus MVA
médio, expresso em [TCID50/mi x 10°]. -: sem adicdo de
Putrescina, Putr.: com adicdo de 3,6 mg/L putrescina.2HCI.
A Figura 7 mostra um gradfico que descreve o efeito da
adicdo de varias concentracgdes de putrescina.2HCl, expressa
em [mg/l], no titulo do virus MVA médio, expresso em
[TCID50/ml x 10°].
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencao providencia:
1. Um método para expressar pelo menos uma proteina, que
compreende as etapas de:
(a) providenciar uma cultura de células;
(b) introduzir, pelo menos, uma sequéncia de Acidos
nucleicos que compreende uma sequéncia que codifica, pelo

menos, uma proteina selecionada do grupo de fator de



coagulacao VII, fator de <coagulacgcdéo VIIT, fator de
coagulacédo IX, VvWF, ADAMTS13 e furina nas células;

(c) selecionar as células que transportam a sequéncia de
dacidos nucleicos e

(d) expressar a proteina nas células num meio livre de
oligopeptideos que compreende, pelo menos, 0,5 mg/L de uma
poliamina.

2. 0 método de [1], em que as células sdo cultivadas por
cultivo quimiostato.

3. 0 método de [1] ou [2], em que as células sao células
CHO, células 293 ou células BHK.

4. O método de qualquer uma de [1] a [3], em que a
combinacgdo célula/proteina € selecionada do grupo dque
consiste em células CHO/fator de coagulacdo VIII, células
CHO/fator de coagulacdo VII, células CHO/ADAMTS13, células
CHO/furina, células 293/fator de coagulacgdo IX.

5. 0 método de gqualgquer uma de [1] a [4], em que a
combinacgdo célula/proteina é célula CHO/fator de coagulacéo
VIII, em que O meio compreende Fe(II) e Cu(II) adicionados
e em gque a poliamina é putrescina.

6. O método de gqualquer uma de [1] a [5], em qgque a
poliamina é selecionada do grupo que consiste em
cadaverina, putrescina, espermidina, espermina, agmatina,
ornitina e combinag¢des das mesmas.

7. O método de qgualguer uma de [1] a [6], em que o0 meio
compreende ornitina, putrescina ou espermina ou combinac¢bes
das mesmas.

8. O método de qualgquer uma de [1] a [7], em qgque a
poliamina é produzida sinteticamente.

9. 0O método de gqualquer uma de [1] a [8], em qgue a
poliamina esta presente no meio de cultura numa
concentracdo que oscila entre 0,5 e 30 mg/L.

10. O método de qualquer uma de [1] a [9], em gue o meio &
definido guimicamente.

Um aspeto da revelacado refere-se a um meio de cultura



celular livre de oligopeptideos que compreende pelo menos
0,5 mg/L de uma poliamina.

A menos que indicado o contrario, os valores de
concentracdo indicados ao longo deste documento referem-se
a forma base livre do(s) componente(s).

O termo "poliamina"™ refere-se a qualquer um do Jgrupo
de poliaminas biogénicas, que sdo policatides organicos
derivados de aminoacidos aromdticos ou catidnicos. As
poliaminas sao compostas de carbono, nitrogénio e
hidrogénio e compreendem dois ou mais grupos amino. As
poliaminas tém uma ou mais cargas positivas e um esqueleto
hidrofdébico. O termo abrange, por exemplo, moléculas
selecionadas do grupo que consiste em cadaverina,
putrescina, espermidina, espermina, agmatina, ornitina e
combinag¢cdes das mesmas. Numa modalidade da invenc¢do, o0 meio
de cultura livre de oligopeptideos compreende ornitina ou
putrescina ou espermina ou combinac¢bes das mesmas.

Numa outra modalidade do meio de cultura celular livre
de oligopeptideos utilizado num método de acordo com a
invencdo, a poliamina € origindria de uma fonte que néo é
um hidrolisado proteico. Numa modalidade, a poliamina é
produzida sinteticamente.

Numa modalidade da invencgao, a concentracdao da
poliamina € pelo menos cerca de 0,5 mg/L, noutra modalidade
pelo menos cerca de 1 mg/L, numa modalidade adicional pelo
menos cerca de 2 mg/L, ainda numa outra modalidade pelo
menos 5 mg/L, em ainda outra modalidade pelo menos 8 mg/L,
e numa modalidade adicional pelo menos 10 mg/L.

Numa modalidade da invencgao, a concentracdao da
poliamina oscila entre cerca de 0,5 mg/L a cerca de 30
mg/L, noutra modalidade entre cerca de 0,5 mg/L a cerca de
20 mg/L, numa modalidade adicional entre cerca de 1,0 mg/L
a cerca de 20 mg/L, numa modalidade adicional entre cerca
de 2,0 mg/L a cerca de 20 mg/L, numa modalidade adicional

entre cerca de 2 mg/L a cerca de 10 mg/L, numa modalidade



alternativa entre cerca de 2 mg/L a cerca de 8 mg/L e numa
modalidade adicional entre cerca de 2 mg/L a cerca de 5
mg/L no meio.

As concentracdes indicadas anteriormente sao as
concentracgdes respetivas da poliamina pura. Se um derivado
de poliamina ou uma poliamina que compreende o composto &
utilizado, a concentracdo do grupo poliamina estd nos
intervalos especificados anteriormente. Por exemplo, 2 mg/L
Putrescina.2HCl ¢é equivalente a uma concentracdo de
Putrescina de cerca de 1,095 mg/L (sem .2HCI1).

0 termo "meio de cultura celular livre de
oligopeptideos™, de acordo com a invencgédo, refere-se a um
meio livre de proteinas gque ndo compreende oligopeptideos,
tais como, por exemplo, oligopeptideos derivados de um
hidrolisado proteico. Numa modalidade, o) meio nao
compreende oligopeptideos tendo vinte ou mais aminodcidos.
Numa modalidade da presente invencdo, o meio ndo compreende
oligopeptideos tendo quinze ou mais aminodcidos. Numa outra
modalidade da invencao, o) meio nao compreende
oligopeptideos tendo dez ou mais aminoéacidos. Numa
modalidade, o meio ndo compreende oligopeptideos tendo sete
ou mais aminoacidos, numa outra modalidade nédo compreende
oligopeptideos tendo cinco ou mais aminodcidos, ainda numa
outra modalidade, o meio ndo compreende oligopeptideos
tendo trés ou mais aminodcidos. De acordo com uma
modalidade adicional da presente invencdo, o meio néao
compreende oligopeptideos tendo dois ou mais aminoédcidos.

O meio utilizado num método de acordo com a invencéo
pode compreender, opcionalmente, glutationa e/ou pelo menos
uma forma estdvel de glutamina, tal como, por exemplo, L-
alanil-L-glutamina. 0 termo "glutationa™, conforme
utilizado aqui, descreve um tripéptido composto dos
aminodcidos glutamato, cisteina e glicina incluindo a forma
oxidada da glutationa, isto ¢, glutationa dissulfeto, um

dimero de glutationa formado por uma ligacgdo dissulfido
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entre as cadeias laterais sulfridilo da cisteina durante o
processo de oxidacéo.

Numa modalidade da presente invencdo, o meio de
cultura celular livre de oligopeptideos né&o compreende
oligopeptideos tendo trés ou mais aminocdcidos, mas pode
compreender, opcionalmente, glutationa.

Noutra modalidade, o meio de cultura celular livre de
oligopeptideos ndo compreende oligopeptideos tendo dois ou
mais aminodcidos, mas pode compreender, opcionalmente,
glutationa e/ou pelo menos uma forma estédvel de glutamina.

Proteinas e/ou oligopeptideos tipicos que sdo evitados
nos meios utilizados num método de acordo com a invencéo
sdo aqueles encontrados no soro e em substincias derivadas
do soro, tais como, por exemplo, albumina, transferrina,
insulina ou noutros fatores de crescimento, bem como em
formas recombinantes dos mesmos, ou oligopeptideos de
hidrolisados de plantas ou leveduras ou em formas
ultrafiltradas dos mesmos.

O meio de cultura livre de oligopeptideos utilizado
num método de acordo com a invencgdo pode ser baseado em
qualquer meio basal, tal como DMEM, F12 de Ham, Meio 199,
McCoy ou RPMI geralmente conhecido de alguém habilitado na
arte. O meio Dbasal pode compreender um numero de
ingredientes, incluindo aminoéacidos, vitaminas, sais
orgénicos e inorganicos e fontes de carbohidrato, estando
cada 1ngrediente presente numa quantidade que suporta o
cultivo de uma célula, sendo ditas quantidades geralmente
conhecidas de uma pessoa habilitada na arte. O meio pode
compreender substidncias auxiliares, tais como substéncias
tamponantes, por exemplo, bicarbonato de sédio,
antioxidantes, estabilizadores para contrariarem o stress
mecénico ou inibidores de protease. Se necessédrio, pode ser
adicionado um tensioativo ndo idénico, tal como co-polimeros
e/ou misturas de polietilenoglicdis e polipropilenoglicdis

(por exemplo, Pluronic F68®, SERVA) .
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Numa modalidade do meio de cultura wutilizado num
método de acordo com a presente invengdo, a poliamina
controla a sintese de ADN e ARN e/ou a proliferagdo celular
e/ou a diferenciacgdo celular e/ou a estabilizacdo da
membrana e/ou a protegdo do ADN anti-oxidativa.

Numa modalidade, a adigcdo de pelo menos 0,5 mg/L de
uma poliamina a um meio de cultura celular 1livre de
oligopeptideos aumenta a expressdo proteica e/ou viral nas
células cultivadas. Noutra modalidade, a expressdo proteica
ou titulo viral nas células cultivadas pode ser aumentado
em, pelo menos, 50% pela adicgdo de pelo menos 0,5 mg/L de
uma poliamina a um meio de cultura celular livre de
oligopeptideos. Ainda numa outra modalidade, dito aumento é
de, pelo menos, 60%. Ainda numa outra modalidade, a
produtividade celular especifica é aumentada, pelo menos,
duas vezes pela adicdo de pelo menos 0,5 mg/L de uma
poliamina a um meio de cultura celular 1livre de
oligopeptideos; noutra modalidade, a produtividade celular
especifica é aumentada menos trés vezes. Ainda numa outra
modalidade, a adicdo de pelo menos 0,5 mg/L de uma
poliamina resulta num aumento na expressdo proteica e/ou
titulo wviral em, pelo menos, 400%; numa modalidade
adicional em, pelo menos, 500%; noutra modalidade em, pelo
menos, 600%; numa modalidade adicional em, pelo menos,
700%.

Numa modalidade, a taxa de crescimento especifica das
células cultivadas pode ser aumentada pela adicdo de pelo
menos 0,5 mg/L de uma poliamina a um meio de cultura
celular livre de oligopeptideos. Numa modalidade adicional,
dita taxa de crescimento especifica pode ser aumentada em
10%. Ainda numa outra modalidade, dita taxa de crescimento
especifica pode ser aumentada em 20%. Ainda numa outra
modalidade, dita taxa de crescimento especifica pode ser
aumentada em 50%. Numa modalidade adicional, dita taxa de

crescimento especifica pode ser aumentada em 70%. Noutra
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modalidade, dita taxa de crescimento especifica pode ser
aumentada em 80%. Ainda numa outra modalidade, dita taxa de
crescimento especifica pode ser aumentada em 90%. Ainda
numa outra modalidade, dita taxa de crescimento especifica
pode ser aumentada em 100%.

Numa modalidade adicional da presente invencgdo, 0 meio
¢ definido guimicamente. O termo "definido quimicamente",
conforme wutilizado aqui, significard que o meio néo
compreende quaisquer suplementos indefinidos, tais como,
por exemplo, extratos de componentes animais, dérgédos,
glandulas, plantas ou leveduras. Em conformidade, cada
componente de um meio definido quimicamente é definido com
preciséo.

A presente revelacdo refere-se, ainda, a um método de
cultivar células, gque compreende as etapas de:

(a) providenciar um meio de cultura celular livre de
oligopeptideos, conforme descrito aqui, e

(b) propagar as células no meio para formar uma cultura
celular.

A presente invencdo ndo estd limitada a qualquer tipo
de células. Exemplos de tipos de células incluem células de
mamiferos, células de insetos, células de aves, células de
bactérias e células de leveduras. As células podem ser, por
exemplo, células estaminais ou células recombinantes
transformadas com um vetor para a expressao de genes
recombinantes ou células transfetadas com um virus para
produzir produtos virais. As células também podem ser, por
exemplo, células que produzem uma proteina de interesse sem
transformacdo recombinante, por exemplo, uma célula B que
produz um anticorpo que pode ser transformado num estado
imortalizado, por exemplo, por infecdo virica como infecgdo
pelo virus de Epstein Barr. As células também podem ser,
por exemplo, células primdrias, por exemplo, células de
embrido de galinha ou linhas de células primarias. Uteis

sdo as células utilizadas para a produgcdo de virus 1in
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vitro. Exemplos especificos de células uteis incluem
células BSC, células LLC-MK, células CvV-1, células COS,
células VERO, células MDBK, células MDCK, células CRFK,
células RAF, células RK, células TCMK-1, células LLCPK,
células PK15, células LLC-RK, células MDOK, células BHK-21,
células CHO, células NS-1, células MRC-5, células WI-38,
células BHK, células 293, células RK, células Per.C6 e
células de embrido de galinha.

As células wutilizadas de acordo com a presente
invengdo podem ser cultivadas, por exemplo, por um método
selecionado do grupo de cultivo em lotes, cultivo em lotes
alimentados, cultivo por perfusdo e cultivo guimostato,
todos os quais sdo geralmente conhecidos na especialidade.

A presente invencdo refere-se, ainda, a um método para
expressar pelo menos uma proteina, tal como, por exemplo,
uma proteina heterdloga ou autdloga ou uma proteina
recombinante que compreende as etapas de:

a) providenciar uma cultura de células;

b) introduzir, pelo menos, uma sequéncia de 4cidos
nucleicos que compreende uma sequéncia que codifica, pelo
menos, uma proteina nas células;

c) selecionar as células seleconadas do grupo de fator de
coagulacao VII, fator de <coagulacgcéo VIIT, fator de
coagulagcao 1IX, vVvWF, ADAMTS13 e furina que transporta a
sequéncia de 4acidos nucleicos e

d) expressar a proteina nas células num meio que compreende
pelo menos 0,5 mg/L de uma poliamina.

O meio da etapa d) é um meio livre de oligopeptideos
de acordo com a presente invencdo. Numa modalidade
adicional da presente invencdo, as células da cultura da
etapa a) foram crescidas num meio de cultura celular livre
de oligopeptideos de acordo com a presente invencdo. Noutra
modalidade, as etapas a) a d) sao conduzidas num meio de
cultura celular livre de oligopeptideos de acordo com a

invencgéao.
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A sequéncia de 4cidos nucleicos que compreende uma
sequéncia que codifica, pelo menos, uma proteina pode ser
um vetor. O vetor pode ser entregue por um virus ou pode
ser um plasmideo. A sequéncia de 4&cidos nucleicos que
codifica a proteina pode ser um gene especifico ou uma
parte biologicamente funcional do mesmo. Numa modalidade, a
proteina ¢, pelo menos, uma parte biologicamente ativa de
um fator de coagulacdo sanguineo, tal como Fator VIII ou,
pelo menos, uma parte biologicamente ativa de uma proteina
envolvida na producgdo de gldébulos vermelhos e angiogénese,
talis como eritropoeitina ou um anticorpo monoclonal.

A sequéncia de 4acidos nucleicos compreende uma
sequéncia que codifica, pelo menos, uma proteina
selecionada do grupo de fator de coagulacao VII, fator de
coagulacao VIII, fator de coagulacdo IX, vVWE, ADAMTS13 e
furina.

Numa modalidade da presente invencédo, o &cido nucleico
compreende, ainda, outras sequéncias adequadas para a
expressdo controlada de uma proteina, tais como sequéncias
promotoras, potenciadores, caixas TATA, locals de iniciacéo
da transcricao, poliligantes, locais de restricao,
sequéncias poli A, sequéncias processadoras de proteina,
marcadores de selecdao e afins, que sdo geralmente
conhecidas de uma pessoa habilitada na arte.

Numa modalidade da invencéao, as células sao
selecionadas do grupo de células CHO, células 293 e células
BHK.

De acordo com outra modalidade da presente invencéao,
as seguintes linhas de células podem ser transformadas com
um vetor recombinante para a expressao dos respetivos
produtos: <células CHO para a produgdao de fatores de
coagulacgdo recombinantes, por exemplo, fator VII e/ou fator
VIII anticorpos e/ou monoclonais, células BHK para a
producdo de eritropoeitina recombinante, virus de Epstein

Barr transformado, células B humanas imortalizadas para a
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producdo de anticorpos humanos. Combinagdes célula/proteina
uteils sdo, por exemplo, células CHO/fator de coagulacédo
VIII, células CHO/fator de coagulacao VII, células
CHO/ADAMTS13, células CHO/furina e células 293/fator de
coagulagédo IX.

Numa modalidade adicional da presente invencao, a
expressdo de, pelo menos, uma proteina por células sendo
cultivadas num meio de acordo com a presente invencdo é
aumentada quando comparada com a expressao da proteina por
células que nadoc sdo cultivadas num meio da presente
invencdo. Noutra modalidade, dita expressdo ¢ aumentada em,
pelo menos, 10%, de acordo com uma modalidade adicional em,
pelo menos, 50%.

Agqui é descrito um método para produzir, pelo menos,
um virus ou pelo menos uma parte de um virus, que
compreende as etapas de:

a) providenciar uma cultura de células;

b) infetar as células com pelo menos um virus;

c) selecionar as células infetadas com virus; e

d) propagar pelo menos o virus nas células num meio que
compreende pelo menos 0,5 mg/L de uma poliamina.

O meio da etapa d) pode ser um meio livre de
oligopeptideos de acordo com a presente invengdo. AS
células da cultura da etapa a) podem ter sido crescidas num
meio de cultura celular livre de oligopeptideos de acordo
com a presente invencao. As etapas a) a d) podem ser
conduzidas num meio de cultura celular livre de
oligopeptideos de acordo com a invencgdao.

O virus utilizado no método pode ser qualquer virus,
tal como, por exemplo, poxvirus, por exemplo, virus
vaccinia ou vaccinia atenuado; coronavirus, por exemplo
virus SARS; ortomixovirus, por exemplo virus da influenza A
ou B; paramixovirus; retrovirus, por exemplo Lentivirus;
togavirus, por exemplo virus de Ross River; flavivirus, por

exemplo virus West Nile, virus da Febre Amarela, ou virus
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FSME (isto &, virus da encefalite transmitido por
carracas); enterovirus, por exemplo virus da hepatite A;
picornavirus; arenavirus; herpesvirus ou adenovirus. O
virus pode ser Virus Vaccinia Ankara modificado (MVA). O
virus pode ser propagado de acordo com a invencdo para a
producao da respetiva vacina.

O virus pode ser um virus de tipo selvagem, um virus
atenuado, um virus reagrupado ou um virus recombinante ou
combinacgdes das mesmas, por exemplo, atenuado e
recombinante. Além disso, em vez de serem utilizados
virides reais para infetar as células com um virus, pode
ser utilizado um clone de &4cido nucleico infecioso. Também
podem ser utilizados virides divididos.

0 método para produzir um virus pode ser utilizado
para produzir composic¢des imunogénicas que compreendem um
virus, um antigeno de virus ou uma particula tipo virus.

As células utilizadas no método para produzir um virus
podem ser selecionadas do grupo que consiste em células de
mamiferos, células de insetos, células de aves, células de
bactérias e células de leveduras. As células utilizadas no
método para produzir um virus de acordo com a presente
invengcdo séo selecionadas do grupo que consiste em células
Vero e células de embrido de galinha.

Combinagdes uUteis de células com virus para produzir
um virus ou parte de um virus sdo, por exemplo, célula
Vero/vaccinia atenuado, célula Vero/Vaccinia, célula
Vero/Hepatite A, c¢élula Vero/virus da Influenza, célula
Vero/virus de West Nile, célula Vero/Virus SARS, célula
Vero/virus da Febre Amarela e células de embrido de
galinha/virus FSME. Numa modalidade da invencéao, a
combinacéo célula/virus é células de embrido de
galinha/Virus Vaccinia Ankara modificado (MVA).

Métodos de cultivo Uteis dincluem cultivo em lotes,
cultivo de lotes alimentados, cultivo de perfusdao e cultivo

gquimiostato.
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A presente invencdo serd agora, ainda, ilustrada nos
exemplos seguintes, sem ser limitada pelos mesmos.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Preparacdo do meio BAV

Meio livre de oligopeptideos (meio BAV) foi preparado
com meio basal DMEM/F12 de Ham (l:1) que compreende sais
inorgdnicos, aminoédcidos, vitaminas e outros componentes
(Life technologies, P& 32500). Também foram adicionados L-
glutamina (600 mg/L), &cido ascédrbico (20mM), etanolamina
(25 mM), Synperonic® (SERVA) (0,25 g/L), selenito de sdédio
(50 nM) . Além disso, aminoacidos essenciais foram
suplementados ao meio de cultura celular: L-Asparagina.H;0
20 mg/L, L-cisteina.HCl1.H,0 15 mg/L, L-cistina.2 HC1 20
mg/L, L-Prolina 35 mg/L, L-triptofano 20 mg/L.

Exemplo 2: Determinacdo de contagens de células

As contagens de células de células suspensas ou
células imobilizadas foram determinadas por contagem com um
contador de células CASY®, conforme descrito por Scharfe et
al., Biotechnologie in LaborPraxis 10: 1096 - 1103 (1988),
ou por extracdo com &acido citrico e coloracd&o fluorescente
do nucleo seguido de contagem com um NucleoCounter®
(Chemometec, DK). A taxa de crescimento especifica (p) é
calculada a partir do aumento das densidades celulares (X:)
e/ou a taxa de diluicdo (D) do estado estéavel de cultivos
quimostatos de células suspensas durante um dado intervalo

de tempo (t):
p =D+ In (X/XOME

Exemplo 3: Determinacdo de atividade de FVIII
A atividade do fator VIII (FVIII) (conferir Figuras 1

a b5) foi medida através de um ensaio cromogénico
(Chromogenic, Suécia).

Exemplo 4: Calculo do QP volumétrico e produtividade

especifica das células (gp)

A produtividade volumétrica (QP) é calculada a partir



18

da gquantidade de unidades de atividade produzidas por litro
de volume de reator por dia (U/L/d) no sistema de producéo.

A produtividade celular especifica (gp) € definida
como a quantidade especifica de proteina produzida (U ou
mg) por numero de células por dia.

Exemplo 5: Condigdbes de cultura de células a grande escala

Culturas de células de células de mamiferos
recombinantes (por exemplo, células CHO que expressam de
forma estédvel Fator VIII, tails como células GD8/6) foram
crescidas em suspensdo numa cultura guimiostato em
biorreatores 10 I. As condigdes de cultivo de 37 °C,
saturacdo de oxigénio 20%, e pH 7,0 a 7,1 foram mantidas
constantes. As culturas foram fornecidas com uma
alimentacdo constante de meio BAV.

Exemplo 6: Efeito da adigéo de uma poliamina na expressao
de FVITII

Células GD8/6 foram crescidas em cultura quimiostato
num biorreator 10 L conforme descrito no Exemplo 5 com uma
alimentacdo continua de meio BAV durante 11 dias,
resultando numa produtividade diminuida de < 100U/L/d. Pela
adicdo de putrescina.2HCl (2 mg/L) a expressdo volumétrica
de FVIII aumentou em 800% (cf. Figura 1). Em conformidade,
a putrescina pode ser claramente identificada como o fator
motor da expressdo celular especifica para a 1linha de
células GD8/6.

Exemplo 7: Efeito da adicdo de uma poliamina e Fe (II) e Cu

IT na expressdo de FVIIT

Células GD8/6 foram crescidas em cultivo quimiostato
num biorreator de 10 L, conforme descrito no Exemplo 5,
resultando numa produtividade média de 271 U/L/D, com uma
baixa produtividade celular especifica e taxa de
crescimento especificas. Pela adigdo de Putrescina.2HC1
(2mg/L) a expressdo de FVIII aumentou para 870 U/L/D,
principalmente devido a uma produtividade celular

especifica aumentada. A suplementacdo adicional com Fe (II)
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e Cu (II) numa concentragdo como é, de outra forma,
tipicamente compreendida em hidrolisados de soja conduziu a
uma taxa de crescimento especifica aumentada de
aproximadamente 0,60 d ' e pode ser atingido um aumento da
produtividade celular especifica para mais de 1700 mU/10EQ06
células/dia. Nestas condicdes, foi conseguida uma
produtividade volumétrica de mais de 2685 U/L/D. Um aumento
adicional da densidade celular resultou numa produtividade
volumétrica superior a 3000 U/L/D. A produtividade
volumétrica mdxima de um hidrolisado de soja que compreende
meio em condigdes de fermentacdo compardveis foi 2000 a
2500 U/L/D, indicando gque um meio quimicamente definido que
compreende apenas Putrescina e 2 ides de metal adicionais é
superior a qualquer hidrolisado de soja que compreende
formulacdo de meio investigada neste processo previamente
(conferir Figura 2).

Exemplo 8: Condig¢des de cultura de células a pequena escala

Foram realizadas experiéncias a pequena escala com
células GD8/6 em cultura de suspensdo em frascos de
agitacé&o Techne num volume de trabalho de 200 ml num lote
em modo re-alimentado a 37°C, sem controlo do pH e pO,. As
culturas foram facultadas com meio BAV, conforme definido
anteriormente, adicionalmente suplementado com
Putrescina.2HCI1, Ornithina.HCI1, Espermina.4HC1 ou
Etanolamina ou combinacdes das mesmas no intervalo de 0-18
mg/L (equivalente a 0-10 mg/L da amina biogénica sem .HCI1
(conferir Figuras 3 a b5).

Exemplo 9: FEfeito da adicdo de varias poliaminas e

combinagdes de poliaminas na expressao de FVIII

Células GDB/6 de uma cultura com meio BAV, conforme
descrito no Exemplo 8, foram centrifugadas e transferidas
para frascos de agitacdo Techne com um volume de trabalho
de 200 ml e incubadas a uma densidade celular de cerca de
1-2E06 células/ml com meio definido, suplementado com

etanolamina, putrescina, ornitina e/ou espermina, conforme
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indicado nas Figuras 3, 4 e 5. Ornitina, que é um precursor
da putrescina na via das aminas biogénicas, poderia
substituir parcialmente a putrescina numa forma dependente
da concentragcdo. A adigcdo de ornitina a diferentes
concentragdes aos meios que compreendem putrescina.Z2HC1
resultou num aumento adicional de produtividades de FVIII e
taxas de crescimento especificas (conferir Figura 3).
Contudo, a etanolamina, que ndo ¢ uma poliamina, de acordo
com a presente invencao, nao poderia nem substituir a
putrescina em gualquer concentracdo 1investigada nem o
aumento da concentracdo da etanolamina num meio que
compreende putrescina resultou num aumento significativo
das produtividades volumétricas ou taxa de crescimento
especificas (conferir Figura 5). Uma experiéncia adicional
em condig¢des semelhantes mostrou que a espermina, outro
intermedidrio na via das aminas biogénicas, também poderia
substituir a putrescina numa forma dependente da
concentracao (conferir Figura 4).

Exemplo 10: Efeito da adicdo de uma poliamina na producgéo
de virus MVA

Culturas de células primédrias de embrides de galinha
foram cultivadas em frascos de agitacdo Techne (volume de
trabalho de 200 ml) utilizando um meio livre de péptidos
(meio FM) sem e com suplementacdo de 3,6 mg/L Putrescina.?2
HC1.

Foi preparado meio FM com meio M199 Dbasal dque
compreende sais inorgdnicos, aminodcidos, vitaminas e other
componentes (Life technologies, P& 31150). Também foram
adicionados NaHCO3 (ad 4,4 g/L), Gentamicina.S04 (50 mg/L)
e Neomicina.S04 (50mg/L).

Culturas de células foram infetadas com virus MVA e o0s
sobrenadantes foram analisados para titulo viral num ensaio
TCID50. Pela adicdo de Putrescina, o titulo viral médio (n
= 16 amostras cada) poderia ser aumentado em

aproximadamente 50% (conferir Figura 6).
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Exemplo 11: Efeito da adigdo de varias doses de uma

poliamina na producgdo de virus MVA

Culturas de células primédrias de embrides de galinha
foram cultivadas em frascos de agitacdo Techne (volume de
trabalho de 200 ml) utilizando um meio livre de péptidos
(meio CEM) sem e com suplementacdo de 3,6 e 9 mg/L
Putrescina.2 HCL.

O meio CEM foi preparado com meio DMEM/F12 de HAM
(1:1) que compreende sais inorgénicos, aminodcidos,
vitaminas e outros componentes (Life technologies, PO
32500) . Também foram adicionados NaHCO3 (2 g/L) L-glutamina

(600 mg/L), &cido ascdédrbico (20mM), etanolamina (25 uM),
Synperonic ® (SERVA) (0,25 g/L), selenito de sdédio (50 nM),
FeS04.7H20 (600mg/L), Gentamicina.S04 (50 mg/L) e
Neomicina.S04 (50mg/L). Além disso, aminodcidos essenciais

foram suplementados ao meio de cultura celular. Além disso,
aminocdcidos essenciais foram suplementados ao meio de
cultura celular: Cisteina.HC1l.H,O 15 mg/L, L-Cistina.2 HC1
20 mg/L, L-Prolina 35 mg/L, L-Triptofano 20 mg/L.

Culturas de células foram infetadas com virus MVA e 0S
sobrenadantes foram analisados titulo wviral num ensaio
TGID50. Pela adicdo de Putrescina com 9 mg/L, o titulo
viral médio (n = 4 amostras cada) poderia ser aumentado em
aproximadamente 60% (conferir Figura 7).

As cldusulas seguintes também sido descritas aqui:

Um meio de cultura celular livre de oligopeptideos que
compreende pelo menos 0,5 mg/L de uma poliamina.

O meio de cultura celular 1livre de oligopeptideos, de
acordo com a cldusula 1, em que a poliamina é selecionada
do grupo que consiste em cadaverina, putrescina,
espermidina, espermina, agmatina, ornitina e combinacdes
das mesmas.

0O meio de cultura celular livre de oligopeptideos, de
acordo com a clausula 1, em que a poliamina ¢é produzida

sinteticamente.
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0O meio de cultura celular 1livre de oligopeptideos, de
acordo com a clédusula 1, em que a poliamina estd presente
no meio de cultura numa concentracdo que oscila entre cerca
de 0,5 e cerca de 30 mg/L.

0 meio de cultura celular 1livre de oligopeptideos, de
acordo com a cléusula 1, em que o meio ndo compreende
oligopeptideos tendo vinte ou mais aminodcidos.

0 meio de cultura celular livre de oligopeptideos, de
acordo com a cléausula 1, em que o meio ndo compreende
oligopeptideos tendo trés ou mais aminoédcidos,
opcionalmente que compreendem glutationa.

0O meio de cultura celular livre de oligopeptideos, de
acordo com a cléausula 1, em que o meio n&o compreende
oligopeptideos tendo dois ou mais aminodcidos,
opcionalmente que compreendem glutationa e/ou pelo menos
uma forma estdvel de glutamina.

O meio de <cultura celular 1livre de oligopeptideos, de
acordo com a cléusula 1, em que o meio €& qguimicamente
definido.

Um método de cultivar células que compreende as etapas
de:

(a) providenciar um meio de cultura celular livre de
oligopeptideos de acordo com a cléausula 1,

e

(b) propagar as células no meio para formar uma cultura de
células.

O método de acordo com a cldusula 9, em gque as células
sdo selecionadas do grupo gue consiste em células de
mamiferos, células de inseto, células de aves, células de
bactérias e células de leveduras.

Um método para expressar pelo menos uma proteina que
compreende as etapas de:

(a) providenciar uma cultura de células;
(b) introduzir, pelo menos, uma sequéncia de Acidos

nucleicos que compreende uma sequéncia que codifica, pelo
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menos, uma proteina nas células;

(c) selecionar as células que transportam a sequéncia de
dcidos nucleicos e

(d) expressar a proteina nass células num meio que
compreende pelo menos 0,5 mg/L de uma poliamina.

O método, de acordo com a cldusula 11, em que o meio é
um meio livre de oligopeptideos de acordo com a clausula 1.

O método, de acordo com a cldusula 11, em Qque a
proteina é selecionada do grupo de fator de coagulagado VII,
fator de coagulac¢do VIII, fator de coagulacao IX, VWF,
ADAMTS13 e furina.

0O método, de acordo com a cléausula 11, em qgue as
células sao células CHO, células 293 ou células BHK.

O método, de acordo com a cldusula 11, em dgque a
combinacgdo célula/proteina € selecionada do grupo dJue
consiste em células CHO/fator de coagulacdo VIII, células
CHO/fator de coagulacdo VII, células CHO/ADAMTS13, células
CHO/furina, células 293/fator de coagulacédo IX.

Um método para produzir, pelo menos, um virus dque
compreende as etapas de:

(a) providenciar uma cultura de células;

(b) infetar as células com, pelo menos, um virus;

(c) selecionar as células infetadas com virus e

(d) propagar o, pelo menos, um virus nas células num meio
que compreende, pelo menos, 0,5 mg/L de uma poliamina.

0 método, de acordo com a cléusula 16, em gque o0 meio &
um meio livre de oligopeptideos de acordo com a cldusula 1.

O método, de acordo com a clausula 16, em gque o virus

é selecionado do grupo de poxvirus, coronavirus,
ortomixovirus, paramixovirus, retrovirus, togavirus,
flavivirus, enterovirus, picornavirus, arenavirus,

herpesvirus e adenovirus.
0O método, de acordo com a clausula 16, em que o virus
é selecionado do grupo de virus vaccinia, virus SARS, virus

da influenza A, virus da influenza B, Lentivirus, virus de



24

Ross River, virus de West Nile, wvirus da Febre Amarela,
virus FSME e virus da hepatite A.

0O método, de acordo com a clausula 16, em qgue as
células s&o células Vero ou células de embrido de galinha.
0 método, de acordo com a clausula 16, em que a combinacéo
células/virus € selecionada do grupo que consiste em
células Vero/vaccinia atenuado, células Vero/vaccinia,
células Vero/hepatite A, células Vero/virus da influenza,
células Vero/virus de West Nile, células Vero/virus SARS,
células Vero /virus da Febre Amarela, células de embrido de
galinha/virus FSME e células de embrido de galinha/Virus

Vaccinia Ankara modificado (MVA).
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REIVINDICAGOES

1. Um método para expressar, pelo menos, uma proteina que
compreende as etapas de:

(a) providenciar uma cultura de células;

(b) introduzir, ©pelo menos, uma sequéncia de Acidos
nucleicos que compreende uma sequéncia que codifica, pelo
menos, uma proteina selecionada do grupo de fator de
coagulagao VII, fator de <coagulacao VIII, fator de
coagulacgado IX, vWF, ADAMTS 13 e furina nas células;

(c) selecionar as células que transportam a sequéncia de
dcidos nucleicos e

(d) expressar a proteina nas células num meio livre de
oligopeptideos que compreende, pelo menos, 0,5 mg/L de uma

poliamina.

2. O método da reivindicacdo 1, em que as células séo

cultivadas por cultivo gquimiostato.

3. O método da reivindicagdo 1 ou 2, em que as células

sdo células CHO, células 293 ou células BHK.

4. o) método de qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em qgue a combinacgao célula/proteina é
selecionada do grupo gue consiste em células CHO/fator de
coagulagdo VIII, células CHO/fator de coagulacdo VII,
células CHO/AD-RAMTS 13, células CHO/furina, células
293/fator de coagulacédo IX.

5. o) método de qualquer uma das reivindicacodes
anteriores, em que a combinacdo célula/proteina é célula
CHO/fator de coagulagdo VIII, em que o meio compreende
Fe(II) e Cu(II) adicionados e em que a poliamina &

putrescina.



6. o) método de qualguer uma das reivindicacdes
anteriores, em que a poliamina é selecionada do grupo que
consiste em cadaverina, putrescina, espermidina, espermina,

agmatina, ornitina e combinac¢des das mesmas.

7. 0 método de qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que o meio compreende ornitina, purtrescina

ou espermina ou combinacdes das mesmas.

8. 0 método de qualquer uma das reivindicacdes

anteriores, em gque a poliamina é produzida sinteticamente.

9. 0 método de qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em qgque a poliamina estd presente no meio de

cultura numa concentrac¢do que oscila entre 0,5 e 30 mg/L.

10. O método de qualguer uma das reivindicacgdes

anteriores, em gque o0 meio é definido gquimicamente.



produtividade volumétrica
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Figura 1
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Figura 2
QP ap p [d']
[U/L/D] [mU/10E06

cells/

day]
Meio BAV sem suplemento 271 236 0,37
Meio BAV + Putrescina,2HCI (2 mg/L) 870 671 0,41
meio BAV + Putrescina,2HCI (2 mg/L) + 1393 958 0,59
Fe(ll) ad 2,3 x concentragdo + Cu (II)
ad 2,0 x concentration
meio BAV + Putrescina,2HCI (2 mg/L) + 2685 1744 0,63
Fe(ll) ad 2,3 x concentragdo + Cu (il)
ad 12,5 x concentration
meio BAV + Putrescina,2HCI (2 mg/L) + 3107 1756 0,63
Fe(l1l) ad 2,3 x concentragdo + Cu (II)
ad 12,5 x concentragdo om densidade
celular aumentada
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Figura 3
qp qp u absoluta|pu relativa
absoluta [mU/10E06 |relativa [d-1] [%1]
células/dia] [%]

meio BAV sem amina 172 100 0,19 100
biogénica adicional
putrescina, 2HCI (2 697 405 0,34 179
mg/L)
ornitina,HCI (2 mg/L) 457 266 0,34 179
ornitina,HCI (10 mg/L) 587 341 0,37 195
putrescina, 2HCI (2 806 467 0,36 189
mg/L) + ornitina,HCI (2
mg/L)
putrescina, 2HCI (2 1050 610 0,39 205

mg/L) + ornitina, HCI
(10 mg/L)
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Figura 4
qp qp 1 absoluta|u relativa
absoluta [mU/10E06 |relativa [d-1] [%]
células/dia] [%]

putrescina, 2HCI (2 2303 100 0,61 100
mg/L)
espermina, 4HCI (0,4 1331 58 0,59 97
mg/L)
espermina, 4HCI (2 mg/L) 2639 115 0,60 98
espermina, 4HCI (10 2651 115 0,59 97

mg/L)
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Figura 5
ap ap 1 absoluta|p relativa
absoluta [mU/10E06 |relativa [d-1]

células/dia] [%1 [%1
etanolamina padrdo meio 172 100 0,19 100
BAV (1,53 mg/L)
concentragdo padrao =
controlo negativo
etanolamina (ad 3,83 188 109 0,23 118
mg/L)
etanolamina (ad 15,3 183 106 0,22 118
mg/L)
etanolamina (ad 38,3 171 100 0,23 125
mg/L)
putrescina, 2HCI (2 545 317 0,36 193
mg/L) + etanolamina (ad
3,83 mg/L)
putrescina, 2HCI (2 609 354 0,32 173
mg/L) + etanolamina (ad
15,3 mg/L)
putrescina, 2HCI (2 553 322 0,32 172

mg/L) + etanolamina (ad

38,3 mg/L)
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Figura 6
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Figura 7
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