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RESUMO

Duarte P. Desenvolvimento da linhagem LEY79SF para producdo de Ad livre de
RCA [Dissertacao]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2009.

Introducéo: Producdo de adenovirus (Ad) é uma etapa de inovacdo biomédica,
incluindo protocolos de terapia génica. A presenca de Ad com competéncia para
replicar (RCA, replication-competent adenovirus) nas preparacdes é um dos maiores
problemas para a producdo de Ad em larga escala. RCAs sao gerados pela
recombinacado entre sequéncia do vetor e sequéncia homoéloga do gene E1 presente
nas células helper. Objetivo: desenvolver uma nova linhagem auxiliar (helper) para
producdo de Ad livre de RCA. Métodos e Resultados: A linhagem LEY79 é
derivada da linhagem de retinoblastoma humano Y79, tratando-se da primeira
linhagem empacotadora de adenovirus com inativagdo mutacional da proteina
supressora de tumor pRb, adaptadas ao crescimento em suspensdo. A sequéncia
AE1AE1B do Ad5 foi gerada a partir de DNA gendmico das células HEK293A de
modo a eliminar as sequéncias de homologia, utilizando os primers de PCR
contendo sitios de restricdo EcoR | e BamH |. O produto de PCR AE1AE1B foi
inserido nestes sitios do vetor retroviral pPCLXSN. Células Y79 foram infectadas com
o retrovirus pCLAE1A/E1BSN e selecionadas com G418. A eficiéncia de produgao
de AdeGFP na linhagem LEY79 foi testada e comparada com a linhagem HEK293A.
Em paralelo, as células Y79 foram adaptadas para crescimento em meio livre de
soro. Conclusbes: Esperamos com a linhagem LEY79SF inovar no campo de

processos para a producao de Ad recombinante.

Palavras-chave: Linhagem produtora. Adenovirus. RCA. Retrovirus. Vetores

retrovirais.
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ABSTRACT

P. Duarte. Development LEY79SF line for production of RCA-free Ad [Dissertation].
Sdo Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, 20009.

Introduction: Production of adenovirus (Ad) is a step in biomedical innovation,
including protocols for gene therapy. The presence of Ad with the ability to replicate
(RCA, replication-competent adenovirus) in preparations is a major problem in the
large-scale production of Ad. RCAs are generated by recombination between the
vector sequence and sequence of the homologous gene in E1 helper cells.
Objective: To develop a new helper cell line for the production of RCA-free Ad.
Methods and Results: The LEY79 cells are derived from the Y79 of human
retinoblastoma line, the first line Packer adenovirus with mutational inactivation of the
tumor suppressor protein pRb, which are adapted to grow in suspension. The
sequence AE1AE1B of Ad5 was generated from genomic DNA of cells HEK293A by
removing the sequence homology, using the PCR primers containing the EcoRI and
BamH 1 restriction sites. The product from PCR AE1AE1B was inserted into these
sites of retroviral vector pCLXSN. Y79 cells were infected with the retrovirus
pCLAE1A/E1BSN and selected with G418. The efficiency of production of AdeGFP in
the LEY79 was tested and compared with the HEK293A. In parallel, the Y79 cells
were adapted to grow in serum-free medium. Conclusions: We hope that use of the
LEY79SF cell line will promote innovation in the processing and production of

recombinant Ad.

Keywords: Lineage producer. Adenovirus. RCA. Retrovirus. Retroviral vectors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os adenovirus humanos

Adenovirus séo particulas icosaédricas nao-envelopadas que possuem
um didmetro de 70-100 nm. Cada particula viral € constituida por DNA rodeado por
uma camada de proteina, composta de 252 subunidades, denominada capsémeros
(240 subunidades, hexons; 12 subunidades, pentons). Mais de 49 sorotipos de
adenovirus humanos foram identificados e classificados em seis distintos subgrupos
(A - F), muitos dos quais estdo associados com doencas respiratorias,
gastrointestinais ou oculares. Dois deles, adenovirus tipo 2 e 5, que pertencem ao
subgrupo C, estdo entre os mais extensivamente estudados, tanto geneticamente
guanto bioquimicamente, o que contribui na compreensao dos processos bioldgicos,
como a regulacéo e expressao génica celular e viral, replicacdo do DNA e controle
do ciclo celular. Devido ao maior conhecimento sobre as caracteristicas genéticas e
biolégicas dos adenovirus tipo 2 e 5, eles sdo comumente utilizados no
desenvolvimento de vetores adenovirais recombinantes (Mizuguchi, Kay e
Hayakawa, 2001).

Os adenovirus humanos contém um DNA gendmico linear, dupla fita, com
aproximadamente 36 Kb, que codifica mais de 70 produtos génicos. O genoma viral
contém 5 unidades transcricionais iniciais (E1A, E1B, E2, E3, E4), duas unidades
transcricionais intermediarias (pIX e IVa2) e 5 unidades tardias (L1-L5), os quais
codificam principalmente proteinas estruturais para o capsideo e regiao central do
virus. Os capsideos sdo formados por trés proteinas principais: Hexon (ll), Penton
base (Ill) e knobbed fibre (IV), e por um nimero de proteinas denominadas VI, VIII,
IX, llla e IVa2 (Figura 1) (Russell, 2000). Os ITRs (Inverted Terminal Repeats) nas
extremidades dos cromossomos virais funcionam como origens de replicacao

(Mizuguchi, Kay e Hayakawa, 2001).

O processo de interacdo do adenovirus com a célula hospedeira inicia-se
com sua adesdo em receptores celulares CAR (Coxsackie-Adenovirus Receptor),

gue determinam sua alta suscetibilidade para interagir com estruturas salientes do
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capsideo do vetor adenoviral (knob fibre) essenciais a transducéo viral (Mallam et
al., 2004; White, Taylor e Pittler, 2001).
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Figura 1: Esquema estrutural do adenovirus.[Modificado de Russell (2000)].

VI

O processo de transcricdo do adenovirus pode ser dividido em eventos
iniciais, 0s quais ocorrem antes da replicacdo viral e eventos tardios, apdés a
replicagdo. Com excecdo da sintese de proteinas virais, a replicacdo ocorre
inteiramente no ndcleo da célula. Diversos genes necessitam ser expressos para
gque o DNA seja replicado. O gene E1A é a primeira unidade transcricional a ser
ativada logo apos a infeccdo, sendo essencial para desencadear a acao de outros
promotores e a replicacdo do genoma viral, que juntamente com o gene E1B sao

cruciais para este processo (Ginsberg, 1996).
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Para que a transformacdo oncogénica ocorra, € necessaria a interacao de
diversas proteinas celulares com as regides conservadas do gene E1A, e ainda, a
inibicdo da apoptose mediada por E1B. Os fatores de transcricdo E2F regulam
coordenadamente os genes que atuam de forma combinada para promover o inicio
da fase S do ciclo celular, onde o DNA é sintetizado. Ao se vincularem os E2Fs na
cromatina, as diversas proteinas membros da familia Rb (Rb, p107, e p130)
recrutam histonas deaceltiases e fatores de remodelamento para promotores
responsivos a E2F, reprimindo assim, a expresséo génica E2F-dependente (Lowe e
Sherr, 2003). Na forma hipofosforilada, pRb se associa a varios fatores
transcricionais, inibindo a divisdo celular. Dentre esses fatores estdo as proteinas
E2Fs, responséaveis por ativar a expressdo de genes relacionados a progressédo do
ciclo celular, como as ciclinas A e E (Kaelin, 1999). A fosforilacdo de proteinas Rb
através de ciclinas-D e E — dependentes de kinases (CdKs) — libera os EZ2Fs,
permitindo a execucdo do programa transcricional de E2F. Por sua vez, proteinas
InK4 (Inibitor of Cdk4), como por exemplo p16™“? podem inibir as Kinases
dependentes de ciclinas-D, mantendo assim a repressao Rb-E2F e restringindo a

proliferacéo celular (Lowe e Sherr, 2003).

A sequéncia do gene E1A adenoviral apresenta regides conservadas
(CRs), capazes de se associarem a diversas proteinas celulares, como p21, p27 e
pRb (Berk, 2005). A menor destas regides de E1A, sozinha, apresenta pouca
atividade transformante, sendo aumentada através da auséncia de E1B ou de outros
inibidores de apoptose. Outras regifes conservadas de E1A (CR1 e CR2),
requeridas para transformacéo, também induzem apoptose (White, Taylor e Pittler,
2001).

E1A, dentre outros fatores, causa a estabilizacdo de p53, provavelmente
pela inducdo de uma resposta a danos no DNA (Lowe e Ruley, 1993). Esta
estabilizacdo de p53 leva a apoptose, a menos que seja bloqueada por E1B-19K ou
E1B-55k, as duas principais proteinas codificadas em E1B (White e Cipriani, 1990).
Esta inibicdo de p53 e de outras vias proapoptdticas € um evento comum em
tumores humanos (Lowe e Sherr, 2003). Ou seja, em infec¢des adenovirais e células
transformadas, a inibigédo do ciclo celular e indugéo a apoptose mediada por p53 sdo
bloqueadas pela acdo da proteina E1B-55k. Entretanto, a infeccdo adenoviral

também estimula apoptose por um mecanismo independente de p53, o qual é
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blogueado por outro produto de E1B, E1B-19k. Na auséncia de E1B-19K, a indugao
de apoptose em células infectadas por adenovirus resulta na degradacdo do DNA
celular e viral, assim como na morte prematura da célula infectada durante o ciclo

litico, limitando a replicacéo viral (White, Taylor e Pittler, 2001).

E1A associa-se a pRb, liberando os fatores de transcricdo E2F e assim
ativando 0s genes necessarios para a replicacao celular. A ligacdo de E1B-19K em
genes proapoptéticos (BAK e BAX) faz com que estes genes sejam tornados
inativos. E1B-55K associa-se com p53, inibindo sua funcdo de ativagao
transcricional (Berk, 2005). Consequentemente, o produto da unidade transcricional
E1 é importante no direcionamento da expressao génica viral e celular, para

possibilitar o ciclo de vida reprodutivo do virus.

1.2 Os vetores adenovirais

Os adenovirus humanos tém sido amplamente utilizados como veiculos
de transferéncia génica em uma vasta variedade de estudos clinicos e pré-clinicos
(Chu et al., 2004). Diversas caracteristicas dos adenovirus os tornam adequados
para serem utilizados como vetores na entrega de genes, pois transduzem uma
ampla variedade de tipos celulares, independentemente do estado de proliferacao
destas células (quiescentes ou em divisdo). Também apresentam habilidade de
serem facilmente produzidos e purificados em altos titulos para aplicacdes clinicas,
terem grande capacidade de empacotamento de genes exdgenos e boa expresséo
do transgene (Kamen e Henry, 2004; McConnell e Imperiale, 2004; Xu et al., 2005;
Segura et al., 2008; Lai et al., 2008).

Os Adenovirus humanos do tipo 5, subgrupo C (Ad5), com uma delecdo
da sequéncia E1 (Early region 1) de seu genoma, a qual é necessaria para sua
replicacéo, foram adaptados com a finalidade de entregar genes. Essa delecéo gera
um ponto de insercao de genes, nos sistemas adenovirais recombinantes. A primeira
geracdo de vetores adenovirais possui uma capacidade de clonagem de
aproximadamente 6 Kb, desde que a regido E1 esteja deletada (Yang et al., 1995;
Danthinne e Imperiale 2000; Meneses-Acosta et al., 2008).

23



A maioria dos vetores adenovirais utilizados atualmente tém sido derivados de
virus do subgrupo C, tipo 5 (AdV5), pela delecéo de por¢cdes ou de toda a sequéncia
codificadora viral e pela substituicdo destes por genes reporter ou de interesse
terapéutico. O CAR foi identificado como um receptor celular para fibras adenovirais
do subgrupo C, tipos 2 e 5 (AdV2 e AdV5). Estudos subsequentes tém demonstrado
que, com excecao do grupo B, todos os sorotipos representativos dos grupos A, C,
D, E e F utlizam CAR como receptor celular (Roelvink et al., 1998). Vetores
adenovirais baseados nos virus do tipo 5 também requerem a presenca de a-

integrinas para que ocorra a internalizagao (Nemerow e Stewart, 1999).

A producao dos vetores adenovirais apresenta limitagdes no que tange a
alta produtividade requerida para aplicacbes clinicas, pureza e adequacdo a
requisitos clinicos. O FDA - U.S. Food and Drug Administration (2009) estabeleceu
que a presenca de RCA nas preparacfes de adenovirus deficientes para replicar
deve ser menor do que 1 RCA em 3X10™ particulas virais. Para satisfazer tais
exigéncias, linhagens produtoras vém sendo desenvolvidas desde a década de 70,
com a intencao de propiciar condicbes para replicacdo de vetores adenovirais em
linhagens celulares E1-complementares, como a HEK293 (Graham et al., 1997), 911
(Fallaux et al., 1996) e Per. C6 (Fallaux et al., 1998), que foram transformadas com

as sequéncias dos genes E1A e E1B do Ad5 (Figura 2).
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Figura 2: Diagrama descritivo da replicacdo de adenovirus defectivos em linhagens celulares
El-complementares.[Modificado de Kamen e Henry (2004)].

Estudos demonstraram que tanto o0s adenovirus quanto apenas
fragmentos do DNA adenoviral sdo capazes de transformar células de mamiferos in
vitro. Esta capacidade é devida ao produto génico gerado pelas sequéncias de DNA
localizadas no segmento inicial do genoma viral e que compreende cerca de 11%
deste (Zantema et al., 1985), sendo denominada regido E1, a qual consiste de duas
unidades transcricionais, E1A e E1B. A regido E1A causa transformagédo parcial e
imortalizacdo de células primarias, enquanto que a presenca da regido E1B

completa este processo (Zantema et al., 1985; Schwartz et al., 2008).
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1.2.2 Adenovirus competentes de replicacao

No que diz respeito a seguranca dos vetores adenovirais produzidos, €
especialmente preocupante o aparecimento de virus que readquirem sua
capacidade replicativa, os quais sdo chamados de adenovirus competentes de
replicacdo (RCA), (Figura 3). A recombinacdo homadloga entre sequéncias do vetor
adenoviral e dos genes E1 presentes nas células produtoras tem demonstrado ser a
fonte predominante de RCA nas células HEK293 e 911. Como resultado, o vetor
perde seu transgene e readquire a regido E1 (Hehir et al., 1996). A Figura 3A ilustra
representativamente a forma como estas sequéncias homdélogas podem dar origem
as particulas adenovirais com capacidade replicativa. Na Figura 3B, um esquema
simplificado das sequéncias do Ad5 e seus respectivos nucleotideos, que estdo
presentes nas diversas linhagens empacotadoras e que apresentam homologia com

0s vetores adenovirais recombinantes.

As determinacdes de RCAs sdo geralmente realizadas nos lotes pré-
clinicos e clinicos através da observacdo de efeito citopatico em linhagens de
células permissivas como Hela e A549, sendo adicionalmente utilizado o método de
PCR (Polimerase Chain Reaction) para aumentar a sensibilidade do método (Hehir
et al., 1996; Zhu et al., 1999).

Linhagens celulares helper, como a Per.C6 (Fallaux et al., 1998) e
HEL299 (Xu et al., 2006) foram desenvolvidas com o objetivo de prevenir a formacéo
de RCAs, através da eliminacéo das sequéncias homologas existentes entre o vetor
adenoviral e as sequéncias adenovirais presentes na célula, ja que para as diversas
aplicacbes terapéuticas, a geracdo de RCA permanece como um critério de
seguranca para a producéo de lotes que serao utilizados em testes clinicos (Roitsch
et al., 2001).
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Vetor Adenoviral
recombinante

CMV|  Transgene

-

454 _ 4099 4344
DNA do Ad5 na 293

1 44 — _4099 4344 DNA do Ad5 na HEK293
_ Graham et al., 1977

79 454 _ 4100 5789 DNAdo Ad5 na 911

Fallaux et al., 1996

DNA do Ad5 na Per.C6%e UR
Fallaux et al., 1998; Xu et al., 2006.

DNA do Ad5 na Hela-E1
Kim et al., 2001

DNA do Ad5 na Ac51 e Ac139

Farson et ai., 2006

DNA do Ad5 na LEY79SF

Figura 3: Esquema representativo do processo de formacdo de RCA e sequéncias de

homologia presentes nas diversas linhagens produtoras de adenovirus. A) Os
ndameros sobre as barras coloridas indicam os nucleotideos iniciais e finais presentes no
genoma da linhagem empacotadora HEK293 com os quais existe homologia com os
vetores adenovirais recombinantes, possibilitando que o vetor perca o transgene e
readquira a regido E1, o que determina na geracdo de RCAs. B) Representacdo
esquematica das sequéncias de homologia nas diversas linhagens empacotadoras.

Em seguida, descreve-se uma revisdo sobre as principais linhagens

produtoras de adenovirus (Quadro 1) e o0s recentes avangos nos métodos de

producéo de vetores adenovirais recombinantes.
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1.3 As principais linhagens produtoras de adenovirus

recombinantes

Terapia génica € uma forma de medicina molecular que possui potencial
de influenciar significativamente a salde humana neste século e promete fornecer
novos tratamentos para um grande numero de doencas herdadas ou adquiridas
(Verma e Weitzman, 2005). Dentre os grandes desafios desta medicina genética,
estd o desenvolvimento de novas biotecnologias para obtencdo de ferramentas
adequadas e seguras, capazes de fornecer produtos biol6gicos para serem

utilizados tanto em estudos como em protocolos clinicos experimentais.

Ha mais de 30 anos, linhagens produtoras de vetores adenovirais vém
sendo desenvolvidas, sendo este atualmente o mais utilizado em protocolos de
terapia génica (Edelstein, 2009). A expressao de E1A nas linhagens produtoras néo
€ apenas um requerimento para replicacdo e producdo de adenovirus. Em
colaboracdo com EI1B, E1A é fundamental na imortalizacdo celular. Células
imortalizadas com as sequéncias E1A e E1B sédo induzidas a entrar na fase S do
ciclo celular, essencial para a replicacdo do DNA viral. Desta forma, a estratégia de
cotransfectar E1A e EI1B viabiliza a criagdo de linhagens imortais com alta
expressdo de E1A e estas células podem ser utilizadas para a producdo de

adenovirus.

A linhagem celular comumente utilizada para a producdo de vetores
adenovirais El-deletados é a helper HEK293 (Human Embryonic Kidney), que
oferece os genes E1A e E1B, necessarios a replicagdo viral. Esta linhagem tem
origem de células embrionarias de rim humano, e foi transformada com as
sequéncias E1A — E1B (nucleotideos 1-4344) do adenovirus selvagem tipo 5

subgrupo C (Ad5), (Graham et al., 1977; Louis, Evelegh e Graham, 1997).

O desenvolvimento da linhagem HEK293 foi realizado através da técnica
de transfeccdo com fosfato de calcio, desenvolvida para introduzir o DNA viral nas
células. O principio desta técnica envolve a mistura de DNA com uma solugéo
tampéao, composta por fosfato e cloreto de calcio, que resulta em um complexo que
adere a membrana celular e é introduzido no citoplasma por endocitose. O fato de

se tratar de um processo de transfeccdo estavel permitiu o isolamento de células
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humanas transformadas com adenovirus, até entdo, nunca relatada. Este fato foi de
especial importancia, visto que este processo pode ser induzido utilizando-se
fragmentos de DNA viral, e ndo com a particula viral em si (Graham et al., 1977).

Os métodos de producao dos vetores adenovirais diferem de acordo com
0 tipo de cultura celular: linhagens celulares aderidas e linhagens celulares em
suspensao (Nadeau e Kamen, 2003). Na maioria das vezes, a densidade de
plaqueamento de HEK293 em sistema de cultura aderente é cerca de 1 a 1,5x10*
células/cm?. As células sdo cultivadas até 10° células/cm? e entdo sdo infectadas.
Usualmente, a produtividade celular especifica, ou seja, quantidade de particulas
virais/célula € ligeiramente mais alta para células aderentes (7000 — 12000
PFU/célula) quando comparado com células cultivadas em suspensédo (5000
PFU/célula). Entretanto, a produtividade volumétrica permanece limitada pela area

de superficie (Nadeau e Kamen, 2003).

Os vetores adenovirais apresentam boa replicacdo em cultura, podendo
ser obtidos em altos titulos, necessarios para aplicagdes in vivo (Wu e Ataai, 2000).
A producado destes vetores vem sendo realizada de diversos meios: em sistemas
aderidos, como frascos de cultura celular, microcarreadores (lyer, Ostrove e
Vacante, 1999) e em tanques de biorreatores com células totalmente em suspenséo
sob agitacdo (Coté et al., 1998, lyer, Ostrove e Vacante, 1999), sendo este ultimo o
mais adequado para a implementacdo da escala de producdo a nivel industrial
(Maranga, Aunins e Zhou, 2005). Liu et al. (2009) demonstraram recentemente a
viabilidade do uso de agregados celulares de HEK293 cultivados em suspenséo,
como meio de facilitar a perfusdo e melhorar a produtividade por eliminar o efeito de
“densidade celular”, fator que inibe a proliferagao celular. Além disso, o método de
perfusdo em biorreatores, que consiste na reposicdo continua de nutrientes e
remogdo dos metabdlitos toxicos, tem demonstrado ser o mais eficiente meio de
producdo de vetores adenovirais recombinantes (Henry et al., 2004; Cortin et al.,
2004).

Fallaux et al. (1996) desenvolveram uma linhagem alternativa a HEK 293
para a producdo de vetores adenovirais: a linhagem 911. Esta linhagem foi gerada
através da transformacédo de retinoblastos embrionarios humanos (HER — Human
Embrionic Retina), com o plasmideo pAd5XholC, contendo nucleotideos 79-5789 do

genoma do Ad5, que carreia a unidade transcricional dos genes E1A e E1B, através
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da técnica de transfeccdo com fosfato de calcio. Estudos demonstraram que a
qualidade da linhagem 911 se equipara a da linhagem HEK293 em relacdo a
eficiéncia de transfeccdo e frequéncia de recombinacdo. Comparada a HEK293, a
linhagem 911 exibiu uma maior producdo de virus em ensaios de pequena escala.
Estas células apresentaram um fendtipo estavel, assim como a producdo de virus

por até 50 passagens (Fallaux et al., 1996).

Devido a presenca de sequéncias homologas entre o vetor adenoviral e a
sequéncias de Ad5 na linhagem 911, assim como na HEK293, podem ocorrer
eventos de recombinacdo homadloga que resultam na geracdo de RCA, embora nao
tenha sido detectada a presenca de RCA em ensaios realizados (Fallaux et al,
1996). Portanto, as células 911 ndo podem se evadir do risco da geracdo de RCA
por recombinacdo homoéloga entre as sequéncias do Ad5 contidas no vetor e do

fragmento do Ad5 integrado no genoma celular (Southgat et al., 2008).

A linhagem NCLA549, produtora de adenovirus, é derivada de células A549,
de carcinoma pulmonar humano, tendo sido transformada com a sequéncia de
nucleotideos 505-4034 (Imler et al., 1996), sendo uma alternativa que pode oferecer
vantagens sobre as células HEK293. O risco da geracdo de RCA é
substancialmente reduzido em células NCLA549 devido a auséncia de ITR na
extremidade esquerda da sequéncia integrada do Ad5, que faz com que sejam
necessarios dois eventos de recombinacdo para que surja um RCA, enquanto na
HEK293, um unico evento € suficiente para produzir adenovirus competente de
replicacdo. A transcricdo do gene E1A demonstrou-se elevada na linhagem
NCLA549, e a expressdo da proteina E1A atingiu niveis similares ao da HEK293
(Imler et al., 1996 apud Southgate et al., 2008).

Em analise comparativa, a produtividade dos vetores utilizando-se a
linhagem NCLA549 demonstrou-se menos eficiente do que nas células HEK293
(Imler et al., 1996 apud Southgate et al., 2008).

Fallaux et al. (1998) descreveram uma nova linhagem celular helper, que
oferece os genes E1A e E1B com delegcbes nas extremidades 5 e 37, de forma a
eliminar as sequéncias homologas entre o vetor e a célula helper e desta forma
prevenir a formagdo de RCAs. O desenvolvimento desta linhagem, denominada

Per.C6, objetivou a producdo em larga escala de vetores adenovirais livres de
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RCAs, tendo sido transformada com as sequéncias E1A — E1B (nucleotideos de
450-3510) do adenovirus selvagem tipo 5, subgrupo C (Fallaux et al., 1998). A
linhagem celular Per foi gerada a partir de retinoblastos embrionario humano (HER
cells), isoladas do mesmo embrido que também deu origem a linhagem 911 (Fallaux
et al., 1996).

Experimentos de produgéo de adenovirus El-deletados foram realizados
na linhagem Per.C6 em comparacdo com as classicas linhagens HEK293 e 911.
Resultados demonstraram que o titulo viral médio produzido na linhagem 911 (1,9 x
10° PFU) foi ligeiramente maior do que nas células HEK293 (1,2 x 10° PFU) (Fallaux
et al, 1996; Fallaux et al, 1998). Dentre os varios clones testados, o clone Per.C6
apresentou melhor resultado, atingindo um titulo viral médio trés vezes maior do que
0 obtido na HEK293 (3,0 x 10° PFU) (Fallaux et al., 1998).

A producdo de vetores adenovirais foi verificada na linhagem Per.C6,
paralelamente a linhagem HEK293, demonstrando a capacidade da Per.C6 em

propagar estes vetores sem a geragédo concomitante de RCAs (Fallaux et al., 1998).

A obtencdo de vetores adenovirais El-deletados em altos titulos,
replicados na linhagem Per.C6, cujo produto se apresenta livre de particulas com
capacidade replicativa, além do fato de estas células estarem aptas ao cultivo celular
em suspensdo e alta densidade, em sistema de cultivo livre de soro e outros
componentes de origem animal (Fallaux et al., 1998; Havenga et al., 2008), torna a
linhagem Per.C6 uma ferramenta tecnoldgica eficaz para obtencdo de produtos

bioativos, como vacinas e proteinas em larga escala.

Estudos demonstram por meio da utilizacdo de sistemas e tecnologias
baseadas nos vetores adenovirais e linhagem Per.C6, a obtencdo de proteinas com
bioatividade preservada e de alta qualidade, indicando ser esta uma alternativa
promissora para sistemas de producdo de proteinas em ceélulas humanas,
eliminando a necessidade da utilizacdo de linhagens nao-humanas comumente

envolvidas neste processo (Havenga et al., 2008).

Fatores como a concentragdo celular ou efeito da densidade celular
podem influenciar a concentracdo dos titulos virais obtidos nas producbes em
culturas de HEK293 (Nadeau e Kamen, 2003). A alta densidade celular parece
limitar a infeccdo na concentracdo de 0,5-1X10° células/mL a fim de obter
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adenovirus eficientemente (Kamen e Henry, 2004). Maranga et al. (2005),
demonstraram que infec¢gdes na linhagem celular Per.C6, em concentragdes
maiores que 1X10’ células/mL, apresentaram alta produtividade volumétrica. Os
adenovirus atingem maiores indices de replicacdo em células que estejam em
processo de divisdo, e uma infeccdo que obtém melhores resultados requer nédo
apenas que as células estejam vidveis, mas também em fase de crescimento
exponencial. A caracterizacdo da producdo na Per.C6 em suspensdo em
biorreatores permitiu a implementacdo desta tecnologia a escala industrial, com
melhor custo-beneficio na obtencdo de vetores com qualidade tanto para terapia
génica ou vacinas (Maranga, Aunins e Zhou, 2005).

Kim et al. (2001) construiram uma nova linhagem empacotadora, a HelLa-
E1l, a qual possui a regido minima do gene E1 do Ad5. Foi demonstrado neste
estudo que estas células ndo geraram RCA durante a producéo de adenovirus, em
comparacao com as células HEK293.

A linhagem Hela-E1 foi produzida através da introducdo de E1 na
linhagem celular de céancer cervical, Hela. O gene E1 de Ad5 foi obtido a partir do
DNA genbémico da célula HEK293 por meio de PCR (nucleotideos de 542-3504 pb).
O produto do PCR foi entdo clonado no vetor pCR3.1-Uni (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA). Para construir uma linhagem celular estavel de HeLa-E1, células HelLa foram
lipofectadas, e posteriormente selecionadas com G418. Finalmente, um clone foi
isolado e propagado. A expressao do gene E1A nas células HelLa-E1 foi confirmada

por meio da andlise de Western Blot (Kim et al., 2001).

Os DNAs dos adenovirus que foram produzidos, tanto na linhagem Hela-
E1l quanto na HEK293, foram analisados quanto a presen¢ca de RCA através de
PCR para avaliar a presenca do gene E1A. Nos virus produzidos pela HeLa-E1 néo
houve deteccdo de E1A por PCR, enquanto que nos virus obtidos da linhagem
HEK293 observou-se a presenca de RCA. Estes resultados indicam que a producao
destes vetores utilizando a Hela-E1 exclui a geragdo de RCA. Porém, a linhagem
HelLa-E1 apresentou uma produtividade menor de adenovirus quando comparada
com as células HEK293 (Kim et al., 2001).

Para eliminar a geracdo de RCA durante a producdo de vetores

adenovirais por meio da recombinacdo homologa com o DNA gendémico da célula
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empacotadora, Xu et al. (2006) construiram uma nova linhagem, gerada a partir de
células HEL 299, estas originarias de pulméo embrionario humano (HEL -Human
Embrionic Lung), com complementacdo de E1, contendo nucleotideos de 459-3510
do Ad5, denominada UR. Esta linhagem produz virus livres de RCA mesmo apoés
multiplas passagens. Os virus produzidos na linhagem UR foram analisados apoés
vérias passagens e pode-se confirmar que estavam livres de RCA, enquanto que o
produto gerado na linhagem HEK293 apresentou RCA ja durante as passagens
iniciais (Xu et al., 2006).

A construcdo da linhagem celular UR foi por meio de lipofeccdo do
plasmideo pZAdE1l contendo a sequéncia de Ad5 E1A/E1B nas células HEL299.
ApoOs aumentar gradualmente a concentracdo de G418 no meio de cultura, trés
clones transformados e estaveis, resistentes a G418, foram selecionados. Um dos
clones foi expandido e chamado de UR. A presencga da sequéncia E1A/E1B foi

confirmada através de ensaio de PCR (Xu et al., 2006).

A linhagem UR contém a sequéncia do gene E1, mas que exclui as
regides que sdo conhecidas por serem homologas com o DNA dos vetores
originados a partir do Ad5. Enquanto que as células HEK293 contém 4344 pares de
bases (pb) do DNA gendmico do Ad5 (Louis, Evelegh e Graham, 1997), o DNA das
células UR é limitado a codificar a sequéncia de 3051 pb que consiste em um
fragmento menor, necessario para codificar os genes E1A e E1B (Chroboczek,
Bieber e Jacrot, 1992).

A produtividade dos vetores adenovirais na linhagem UR foi comparada
com a da HEK293 em ensaios de pequena e larga escala. Os resultados sugerem
que as quantidades de virus obtidos em ambas sdo similares, confirmando que as
células UR também sao eficientes para produzir adenovirus. A andlise apés 10
passagens de producdo dos vetores adenovirais confirma que o produto viral obtido
na UR estava livre de RCAs, enquanto que os adenovirus produzidos na HEK293

geraram RCA ja durante a quarta passagem (Xu et al., 2006).

Farson et al. (2006) desenvolveram células produtoras de adenovirus
livres de RCA. Foi utilizado um sistema eficiente de transducéo retroviral rkat43.2
(Finer et al., 1994) para gerar vetores destinados a expressdo do gene E1. Para

tanto, foram construidos os plasmideos rkat43.2E1A (nucleotideos 548-1575 do
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Adb5) e rkat43.2E1B (nucleotideos 1682-3825 do Ad5). Sobrenadantes contento alto
titulo de retrovirus foram obtidos por meio de cotransfec¢do transiente dos
plasmideos rkat43.2E1A e rkat43.2E1B com plasmideos empacotadores MMLV,
como previamente descrito (Roberts et al., 1994). Assim, foram produzidos os
retrovirus MMLV-E1A e MMLV-E1B utilizados para cotransduzir as células A549,
derivados de carcinoma de pulmdo de humano; dois clones, 51 (Ac51) e 139
(Ac139), foram selecionados. Para avaliar a producdo de adenovirus os autores
testaram as células complementares de E1, Ac51 e Ac139 (tanto em meio contendo
soro, como em meio livre de soro) em comparagdo com as linhagens HEK293 e
Per.C6 para producdo de adenovirus El-deficientes. Comparado com a dose de
infeccdo inicial, ambos, Ac51 e Acl39, alcancaram niveis similares aos das
producdes obtidas linhagens HEK293 e Per.C6 em ambas as condi¢des. A
expressao das proteinas E1A e E1B foi confirmada por meio de ensaio de Western
blot em ambos os clones obtidos. As células das linhagens Ac51 e Acl39
apresentam como principal vantagem caracteristica, a separacdo gendmica dos
genes E1A e E1B, que foi possivel gracas ao uso da cotransfeccdo dos vetores
retrovirais contendo os genes E1A e E1B separadamente, ou seja, um em cada
vetor, 0 que consequentemente acarretou na integracdo das sequéncias génicas de

E1A e E1B em locais distintos do genoma celular (Farson et al., 2006).

Ensaios para deteccdo da presenca de RCA foram realizados em
diferentes linhagens celulares: Ac51, Acl139, 293 e Per.C6, submetidas a 20
passagens de producdo. Os resultados de andlises da presenca de RCA, obtidos
por meio de PCR, demonstraram a presenca de RCA na producéo de adenovirus
nas células HEK293 nas passagens entre 9 e 18, enquanto que nas células Ac51 e
Acl139 nao foram detectados sinais da presenca de RCAs. Na linhagem Per.C6,
sinais positivos da presenca de RCAs foram observados na producdo dos vetores

adenovirais a partir da passagem 18 e 20 (Farson et al., 2006).

A estratégia de utilizacdo de 2 vetores retrovirais, integrando os genes
E1A e E1B em locais separados do genoma celular demonstrou ser eficiente no
desenvolvimento de uma linhagem E1 complementar que suporta a producédo de
vetores adenovirais El-defectivos, livre de RCA, em suspensdo, adequada para

producdo adenoviral em larga escala (Farson et al., 2006).
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Quadro 1: Principais linhagens celulares produtoras de adenovirus.
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1.4 Y79: Células de escolha para o desenvolvimento de uma nova

linhagem empacotadora de adenovirus livre de RCA

A linhagem Y79 foi gerada a partir de células de retinoblastoma humano e
isolada por Reid e colaboradores a partir de um explante de tumor primério (Reid et
al.,, 1974). Através de investigacOes de delecbes citogenéticas, foi possivel
relacionar a banda q14 do cromossomo 13 como o locus genético que determina a
suscetibilidade ao retinoblastoma (Lee et al., 1987). O retinoblastoma, classificado
como um tumor neuroectodermal primitivo, € o tumor intraocular infantil mais
comum. O céncer surge na retina, em células da camada receptora visual (Macfall,
Sery e Makadon, 1977).

O retinoblastoma € um modelo protétipo biolégico para o estudo de
oncogenes recessivos. Este tumor maligno, que acomete olhos de criancas, pode
ser explicado como o resultado de duas alteragBes genéticas distintas, cada uma
causando a perda de funcédo de uma das duas cépias homoélogas em um Unico locus
genético, Rb, atribuido a banda g14 do cromossomo 13 humano. A mutacdo que
afeta este locus pode ser herdada de um dos progenitores, pode surgir durante a
gametogénese ou ocorrer somaticamente. Os individuos que herdam um alelo
mutante neste locus apresentam uma alta incidéncia de tumores secundarios, nao-

oculares (Friend et al., 1986).

A linhagem Y79 apresenta como caracteristicas morfolégicas
predominantes células indiferenciadas, pequenas, arredondadas, com pouco
citoplasma e um grande nucleo hipercromatico que em geral possui =2 nucléolos
proeminentes, podendo-se ainda encontrar células binucleadas. Geralmente as
células crescem dispostas como agregados celulares que se assemelham a um
cacho de uvas (Reid et al., 1974). A Figura 6A apresenta imagem de microscopia de

contraste de fase de células Y79.

Outra linhagem celular derivada de retinoblastoma, denominada WERI-
Rb1, foi estabelecida e tem sido mantida in vitro desde 1974. Estudos demonstraram
gue, morfologicamente, ambas as linhagens sdo semelhantes, e que crescem

espontaneamente em suspensao (McFall, Sery e Makadon, 1977).
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Shaw et al. (2002) sugeriram que adenovirus humanos transformam
preferencialmente linhagens celulares neuronais humanas e demonstraram que as
células HEK293, amplamente utilizadas para producdo de vetores adenovirais,
apresentam caracteristicas neuronais (Shaw et al., 2002). A linhagem Y79 vem
sendo extensivamente estudada hd mais de 35 anos. Estudos clonais indicam que
estas células permanecem em um estado pluripotente, apresentando propriedades
de tipos celulares gliais e neuronais (Rajagopalan et al., 1993; White, Taylor e Pittler;
2001), sendo esta, portanto, uma importante caracteristica para o desenvolvimento

de uma linhagem empacotadora.

Estudos demonstraram que CAR estd expresso em células da retina
humana, e que os vetores adenovirais testados transduziram eficientemente in vitro,
tanto células de retina como de retinoblastoma humano da linhagem Y79, havendo
também avaliado e confirmado o eficiente nivel de expressdo dos transgenes
(Mallam et al., 2004). A linhagem Y79 apresenta-se, portanto, como op¢ao vantajosa

inerente a este projeto, dada sua alta permissividade a transducéo adenoviral.

Dentre as vantagens apresentadas pela Y79, destaca-se ainda a inativacao
mutacional da proteina supressora de tumor pRb, fazendo com que
consequentemente na linhagem alvo deste projeto LEY79 (LTR E1 Y79) toda
proteina E1A expressa seja destinada a producdo de particulas adenovirais e nao
para a imortalizacdo celular (Zhang, Stevens e Madigan, 2001). A pRb exibe
multiplas atividades biologicas, incluindo o controle do ciclo celular, diferenciacéo e
inducao de apoptose (Zheng, 2001; Zhang , 2001; Harrington, 1998; Flatt, 2000).

Estudos confirmaram a possibilidade de aumento na escala de producdo em
biorreator para células que sao cultivadas em suspensdo e em meio livre de soro
(Coté et al.,, 1998; Farson et al., 2006). Portanto, além de suas caracteristicas
genéticas, a linhagem Y79 preenche os requerimentos da industria de biofarmacos
por estar adaptada a proliferacdo em suspenséo, essencial para a manutencao da
cultura em biorreatores. Neste contexto, o0 presente estudo contribui para o
desenvolvimento biotecnologico de construgdo de uma nova linhagem produtora de

adenovirus.
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6 CONCLUSOES

A comprovacdo da aptiddo da linhagem LEY79 em produzir particulas
adenovirais sugere que 0s genes E1A e E1B estdo sendo expressos, 0 que
demonstra a eficiéncia da transferéncia génica mediada pelo vetor retroviral
pPpCLXSN. A abordagem utilizada na construcdo das linhagens produtoras de
adenovirus HEK293, Per.C6 e HEL299 enfatiza a possibilidade de obtencdo de
linhagens através do método de transferéncia génica por técnicas de transfeccao.
Portanto, a utilizacdo do método de lipofeccdo nos permitird almejar a insercao dos
genes E1A e E1B nas células Y79 de forma estavel.

Acreditamos que para uma abordagem racional de desenvolvimento de
uma nova linhagem celular se requer ainda um entendimento detalhado do
mecanismo e cinética de interacdo entre o vetor retroviral, célula empacotadora e a
célula-alvo. Experimentos complementares no que tange a producdo de adenovirus
sdo necessarios para avaliar a efetividade da capacidade da linhagem LEY79 em
produzir vetores adenovirais defectivos em E1.

A producdo de vetores adenovirais utiliza diversas estratégias, com
grandes empenhos direcionados ao aprimoramento do processo de obtencéo deste
produto, todavia, 0 objetivo final € um sé: vetores seguros e aptos a utilizacdo no
tratamento de patologias humanas. Dada a importancia do processamento
transcricional realizado por células humanas na atividade biolégica, secrecao e
meia-vida das proteinas, linhagens celulares humanas tém sido adaptadas para
expressar enzimas envolvidas nas modificacdes postranscricionais das proteinas,
como é o caso da linhagem Per.C6 (Coté et al., 1998; Havenga et al., 2008). Com
base nestes conhecimentos, pode-se ambicionar a utilizacdo da linhagem LEY79
associada aos vetores adenovirais também para a producdo de proteinas

recombinantes.

Os vetores adenovirais, atualmente, sdo os mais utilizados em protocolos
clinicos, apresentando resultados promissores e, portanto, ganhando maior
interesse, mesmo apresentando ainda grandes desafios. Segundo dados fornecidos
pelo Journal of Gene Medicine em 2009, 377 protocolos clinicos experimentais de
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terapia génica em andamento no mundo, representando 24% destes, utilizam

vetores adenovirais (Edelstein, 2009).

Este projeto envolveu etapas, desde a construcdo do vetor contendo as
sequéncias dos genes E1A e EI1B, realizada de forma a obter uma linhagem
produtora de adenovirus sem capacidade replicativa, producdo de retrovirus,
caracterizacdo do vetor, até testes de producdo destes vetores em comparacao com
a HEK293A. A realizac&o deste projeto tem como meta o desenvolvimento de uma
ferramenta bioldgica acessivel, que pode vir a compor um produto biotecnolégico
comercial.
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