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RESUMO

BIAGGIO, R. T. Avaliacdo do potencial de crescimento e producéo de proteinas
recombinantes de células humanas adaptadas para crescimento em
suspensao e meios de cultura livres de soro fetal bovino. 2018. 178f Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Linhagens celulares humanas tem despertado interesse como plataformas de
producdo de proteinas terapéuticas recombinantes por sua capacidade de realizar
modificacdes pds-traducionais complexas e de modo similar a humana, sem gerar
epitopos imunogénicos como ocorre com proteinas produzidas em células de
mamiferos. Para a producéo de uma proteina com correta qualidade terapéutica, as
agéncias regulatérias recomendam processos livres de componentes animais de
modo a evitar contaminagdo com virus e prions. Deste modo, esse trabalho visa a
producdo do fator VII da coagulagdo sanguinea recombinante (FVIIr) utilizada no
tratamento de hemofilicos com inibidores em células humanas adaptadas para
meios de cultura livres de soro fetal bovino. As linhagens humanas SK-Hep-1, HKB-
11 e Huh-7 foram adaptadas para suspensdo e meios livres de soro fetal bovino
(SFB). Essas células adaptadas foram transfectadas de forma transiente com o vetor
lentiviral p1054-GFP e o reagente polietilenimina. No entanto, a baixa eficiéncia de
transfeccdo nas células SK-Hep-1 e Huh-7 mostraram que essas linhagens sao
dificeis de transfectar por esse método, e mesmo a transfeccéo da célula HKB-11 so
foi possivel apds a variacdo de alguns parametros, resultando em uma transfeccéo
de 49,5% de células HKB-11 GFP-positivas. Desta forma, a expressédo estavel foi
avaliada e as células adaptadas foram transduzidas com um ciclo de lentivirus (MOI
= 1) contendo o vetor p1054-FVII. Foram observadas porcentagens de células GFP-
positivas acima de 35% nas trés linhagens celulares humanas modificadas. As
células transduzidas foram submetidas a dois processos de sorting por citometria de
fluxo, no qual a populacdo obtida apresentava mais de 90% de células GFP-
positivas. As trés células foram avaliadas com relacdo a expressédo de FVIir apés a
adicdo de vitamina K no cultivo, no entanto, ndo foi possivel detectar niveis de FVIIr
no sobrenadante de 48 horas do cultivo dessas células pelo teste ELISA. As células
foram transduzidas com um segundo ciclo de lentivirus (MOI = 2). A quantificacdo
por ELISA do sobrenadante de 48 horas de cultivo das trés células detectou 240,96
ng/mL, 217,42 ng/mL e 78,46 ng/mL de FVII total, respectivamente, nos cultivos das
células HKB-11-F7-2C, SK-Hep-1-F7-2C e Huh-7-F7-2C. A expressao relativa de
RNA mensageiro por RT-PCR também foi observada nos trés cultivos.
Paralelamente, foi analisado o proteoma das trés células adaptadas e néo-
adaptadas em triplicata sendo identificadas de forma abundante proteinas do
citoesqueleto, do metabolismo celular, da sintese, enovelamento e degradacdo de
proteinas, relacionadas a apoptose, ao ciclo celular e ao crescimento, proteinas
contra estresse oxidativo e osmaotico, com acéo antioxidante, entre outras.

Palavras-chave: Células humanas, adaptacdo celular, meios de cultura livres de
soro fetal bovino, fator VII da coagulagcdo, hemofilia, cultura em suspenséo, proteina
recombinante.



1. INTRODUCAO

1.1 Proteinas recombinantes terapéuticas e sistemas de expressao

Proteinas recombinantes terapéuticas sao proteinas produzidas pela
tecnologia do DNA recombinante que visam, na maioria das vezes, compensar a
deficiéncia ou falta de uma proteina importante para o funcionamento do organismo
(BERLEC e STRUKELJ, 2013). Estas proteinas estdo inseridas na classe dos
biofarmacos, produtos terapéuticos ou de diagnéstico que utilizam células e/ou seus
componentes no processo produtivo.

Desde a aprovacdo da primeira proteina recombinante terapéutica em 1982
pela agéncia americana Food and Drug Agency (FDA), a insulina recombinante
humana (Humulin®R, Eli Lilly), o mercado biofarmacéutico encontra-se em
expansdo. Desde entdo, mais de 140 proteinas recombinantes foram aprovadas
pelas agencias regulatérias. Moléculas para o tratamento de doencas autoimunes,
hematoldgicas, metabdlicas, genéticas, entre outras (RADER, 2013; WALSH, 2014,
DUMONT et al, 2015). Um levantamento realizado em 2014 mostrou que
horménios, anticorpos monoclonais (AcM) e fatores de crescimento sdo as classes
com numero de produtos aprovados desde 1982, com 22, 22 e 13 produtos
aprovados, respectivamente. No entanto, os AcM s&o responsaveis pelo maior
crescimento no periodo de 2010 a 2014, mostrando o aumento do interesse nessa
molécula, sendo usada principalmente no tratamento de doengas autoimunes
(WALSH, 2014). Além das novas moléculas, outro setor em expansao € o mercado
de biosimilares. Estima-se que este mercado pode chegar a $ 26 bilhdes em 2020,
sendo esperado um crescimento de 49,5% entre 2015 e 2020 (PETERS, 2016). As
proteinas recombinantes terapéuticas podem ser produzidas por diferentes sistemas
de expressdo, cada um apresentando suas préprias vantagens e desvantagens.
Dentre os sistemas disponiveis encontram-se as bactérias, leveduras, células de
inseto, de mamiferos (incluindo células humanas), células vegetais, plantas e
animais transgénicos. Outra opcao recente é a producdo em sistemas livres de
célula, onde lisados celulares, aminoacidos e ATP s&o utilizados para produzir
proteinas de dificil expressdo ou citotoxicas para as células (CHONG, 2014;
THORING et al., 2017). A escolha do sistema de expressao vai depender de fatores

como velocidade especifica de crescimento da célula, adaptacdo aos meios livres de



soro e em suspensdo, nivel de expressdo e producdo do gene de interesse,
facilidade em isolar os clones produtores, estabilidade da linhagem na auséncia do
agente de selecdo, susceptibilidade ao escalonamento, habilidade de realizar
modificacdes pos-traducionais corretas, elevada produtividade especifica da
proteina terapéutica, dentre outros fatores (BERKNER, 1993, DUROCHER e
BUTLER, 2009, WALSH, 2010, KUNERT e REINHART, 2016).

As caracteristicas mais relevantes dos principais sistemas de expressao
utilizados para producdo de proteinas recombinantes terapéuticas encontram-se

apresentados na Tabela 1.1.



Tabela 1.1 - Comparacdo das principais caracteristicas dos sistemas de expressédo que estdo sendo utilizados para producéo de

proteinas recombinantes terapéuticas.

Bactéria Levedura Células de Células de Inseto Células de Mamiferos
Plantas Murinas Humanas

Crescimento celular Rapido Rapido Moderado Moderado Lento

(t4~30 min) (t4~30 min) (t4~18-24h) (ty~18-24h) (ty~24h)
Requerimentos Baixo Baixo Baixo Alto Alto
nutricionais e custo
do meio
Risco de Alto Baixo Baixo Baixo Alto (viral)
contaminacao do (endotoxinas)
processo/produto
Modificacdo génica Facil e bem Facil e bem Moderada a Moderada Moderada e bem estabelecida

estabelecida estabelecida facil
Expresséao da Frequentemente em Extracelular Extracelular Intra e Extracelular Extracelular
proteina de interesse  corpos de inclusédo
Rendimento Alto Alto Moderado a Alto Moderado a alto

baixo
ModificacBes pés Ausente Glicosilacdo com Glicosilacao Glicosilacdo com Glicosilacao Glicosilacéo
traducionais alto teor de com glicoformas semelhante a humana
manose glicoformas especificas de humana.
especificas de insetos.
plantas Alto teor de Presenca de
manose ou possiveis residuos
N&o realizam paucimanose imunogénicos
sialilagéo N&o realizam
sialilacéo

Enovelamento da  Re-enovelamento Re-enovelamento Adequado Adequado Adequado Adequado
proteina usualmente usualmente

necessario necessario
Custo do processo Baixo Baixo Baixo Moderado Alto Alto

" Fonte: Elaborado pelo autor baseado em Walsh, 2010; Ghaderi et al., 2012; Zhu, 2012; Gomes et al., 2016; t; : tempo de duplicacéo.




Dentre os sistemas mais utilizados, Escherichia coli, leveduras e células de
mamiferos representaram a maior parte de todas as aprovacdes das proteinas
recombinantes terapéuticas e correlatos (WALSH 2014, DUMONT et al., 2015;
SANCHEZ-GARCIA et al.,, 2016). Em 2010, foram produzidas cerca de 26,4
toneladas de proteina recombinantes, sendo que 68% do total foram produzidos em
sistemas bacterianos enquanto 32% foram produzidos em células de mamiferos
(WALSH, 2014). Apesar de perderam um pouco do espagco para outros sistemas
durante os anos, 0s sistemas bacterianos ainda sdo responsaveis pela producéo de
cerca de 30% dos biofarmacos (SANCHEZ-GARCIA et al., 2016). Os sistemas
bacterianos, onde destaca-se a Escherichia Coli, séo faceis de cultivar, transformar,
ndo exigem meios complexos para o cultivo e produzem rapidamente proteinas em
grande quantidade. No entanto, ndo sao capazes de produzir proteinas complexas
com diferentes modificacdes pos-traducionais (MPT).

As proteinas recombinantes terapéuticas, em sua maioria, necessitam de
MPT para serem corretamente enoveladas, exercerem sua atividade biologica,
reconhecerem ligantes, participarem da sinalizacao celular, interferirem no tempo de
meia-vida, serem soliveis e estaveis, e aumentarem ou reduzirem a
imunogenicidade da molécula (DUROCHER e BUTLER, 2009; WALSH, 2010;
ALTAMIRANO et al., 2013; BERLEC e STRUKELJ, 2013; PICANCO-CASTRO et al.,
2013). As modificagbes poés-traducionais mais comuns sdo: N e O-glicosilagao, y-
carboxilagao, B-hidroxilacéo, fosforilacdo, pontes dissulfeto, protedlise, O-sulfatacéo,
amidagao, acilagdo, acetilacdo e ADP-ribosilagdo (DUROCHER e BUTLER, 2009;
WALSH e JEFFERIS, 2006; BERLEC e STRUKELJ, 2013). No entanto, apenas
algumas MPT sado associadas as proteinas recombinantes, visto que modificacbes
como fosforilagcdo e ADP-ribosilacdo sdo mais comuns na regulacdo de processos
intracelulares (WALSH e JEFFERIS, 2006). A glicosilacdo € a mais comum e mais
complexa MPT encontrada tanto nas proteinas nativas como nas recombinantes,
uma vez que cerca de 50% das proteinas humanas séo glicosiladas (WALSH e
JEFFERIS, 2006). Sua elevada complexidade ocorre pelo envolvimento de mais de
250 produtos génicos no processo metabdlico de glicosilacdo (GORETA et al., 2012,
BUTLER e SPEARMAN, 2014). A glicosilagao pode alterar de forma significativa a
heterogeneidade da molécula pela insercdo de diferentes oligossacarideos, sendo

um ponto importante para a manutencdo da qualidade das proteinas, sua



reprodutibilidade e purificacdo (WALSH e JEFFERIS, 2006; BUTLER e SPEARMAN,
2014; MEURIS et al., 2014).

Sistemas de expressdo mais complexos, como células de mamiferos, séo
capazes de produzir proteinas complexas, com adequadas MPT. No entanto,
exigem meios de cultura mais complexos, controles mais rigorosos, e apresentam
menor produtividade devido a sua complexa maquinaria celular. Dentre as diversas
células de mamiferos, destacam-se as células de ovario de hamster chinés (CHO),
responsaveis pela producdo de cerca de 70% das proteinas recombinantes
terapéuticas (KIM et al.,, 2012; BUTLER e SPEARMAN, 2014). O ativador do
plasminogénio tecidual, primeiro biofarmaco recombinante aprovado pelas agéncias
regulatérias em 1986, foi produzido em céluas CHO e desde entdo, com a
otimizacdo desta célula foi possivel obter de 1 a 10 g/L de anticorpos monoclonais
(DUMONT et al.,, 2015). Devido a sua extensa caracterizacdo e habilidade de
produzir proteinas recombinantes de alta complexidade, a célula CHO tem maior
aceitacdo perante as agéncias regulatérias (SWIECH et al.,, 2012; BUTLER e
SPEARMAN, 2014). Um levantamento mostrou que cerca de 75% do total das
publicacBes cientificas na base de dados da livraria nacional americana de medicina
(PubMed) referentes a expresséo de proteinas recombinantes contem a célula CHO.
Mesmo nos ultimos dez anos, a célula CHO ainda foi utilizada em 73,3% das
publicacbes cientificas, seguida da célula humana HEK293, presente em 14,6% dos
trabalhos (KUNERT e REINHART, 2016). Outras células de mamiferos (nao-
humanas) de destaque sdo o mieloma tipo linfoblastéide murino (NSO e SP2/0-Ag14)
e a células de rim de hamster neonato (BHK). Estas células, apesar de serem nao
humanas, tem sido utilizadas para producdo de diversos produtos com propriedades
terapéuticas aceitaveis perante as agéncias regulatorias, como o tPA, fator lla, VII,
VIIl e IX da coagulagéo, anticorpos monoclonais, eritropoietina e diferentes tipos de
horménios (WALSH, 2014). Apesar de serem bem caracterizadas e possuirem um
histérico de aprovacgfes pelas agéncias regulatérias, as células murinas apresentam
algumas desvantagens dependendo do tipo de proteina a ser expressa e da
natureza da doenca a ser tratada. Um exemplo dessa desvantagem foi reportado
para a célula CHO, que y-carboxila proteinas dependentes de vitamina K de forma
ineficiente, ndo sendo, portanto, um sistema de expressédo adequado para este tipo
de proteina (BERKNER, 1993). Outro exemplo refere-se a formacéo de anticorpos

anti-NeusGc, um tipo de acido sialico denominado acido N-glicolilneuraminico e que



ndo é produzido por células humanas. A formacédo desses anticorpos podem levar a
rapida eliminacéo do biofarmaco (PADLER-KARAVANI et al., 2008, GHADERI et al.,
2010, 2012).

Desta forma, as células humanas apresentam-se como uma plataforma
interessante para expressao de diferentes tipos de proteinas que possam
desencadear respostas imunologicas devido a presenca de MPT nao similares as

nativas humanas, como ocorre na producdo em células murinas.

1.1.1 Células humanas e suas vantagens

A principal limitagdo do sistema de expressdo baseado em células murinas
esta relacionada as diferencas metabdlicas entre estas e as células humanas, sendo
gue a maquinaria murina ndo produz certas glicoproteinas de maneira homéloga as
nativas humanas. As células murinas ndo possuem enzimas importantes no
processo de glicosilagdo humano, como a a2-6 sialiltransferase, a1-3/4
fucosiltransferase e N-acetilglucosamina transferase. Além de ndo possuir essas
enzimas humanas, as células murinas produzem dois epitopos altamente
imunogénicos: Gala1-3GalB1-(3)4GIcNAc-R (a-Gal) e o acido N-glicolilneuraminico
(Neus5Gc). Esses dois epitopos sdo produzidos por enzimas que sao inativas em
humanos, no caso a a1,3-galactosiltransferase, que produz o epitopo a-Gal, e a
enzima acido CMP-N-acetilneuraminico hidroxilase, a qual promove a hidroxilagdo
do &cido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), comum em humanos, em &cido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc) (PADLER-KARAVANI e VARKI, 2011; GHADERI et al.,
2012; BUTLER e SPEARMAN, 2014). Estudos mostraram que todos os humanos
possuem uma elevada quantidade de anticorpos anti-Neu5Gc e anti-a-Gal, o que
corresponde a cerca de 0,1 a 0,2% e 1% do total de imunoglulinas circulantes em
humanos, respectivamente (PADLER-KARAVANI et al., 2008; GHADERI et al.,
2010). Analises de amostras de sangue humano revelaram que a presenca dos
epitopos imunogénicos a-Gal e Neub5G gera uma reposta policlonal com o
desenvolvimento de IgM, IgG e IgA circulantes (PADLER-KARAVANI et al., 2008).
Diferentemente do epitopo a-Gal, o acido Neu5Gc pode ser incorporado nos
glicoconjugados das células humanas, apesar da presenca de anticorpos policlonais
anti-NeubG circulantes. Desta forma, por ter elevado metabolismo, as células

tumorais acumulam o epitopo Neub5Gc nas suas glicoproteinas. Por esses motivos,



€ fundamental conhecer a procedéncia do meio de cultura utilizado, uma vez que a
presenca de componentes derivados de animais, como o soro fetal bovino contendo
xeno-autoantigenos, pode afetar a distribuicdo de carboidratos pela proteina
(PADLER-KARAVANI e VARKI, 2011, GHADERI et al., 2012). Em 2008 Chung e
colaboradores avaliaram a imunogenicidade do anticorpo monoclonal glicosilado
Cetuximab®, uma imunoglobulina quimérica murina-humana G1 (IgG1), utilizada no
tratamento de alguns tipos de cancer, como o cancer coloretal. Este biofarmaco é
produzido pela célula murina SP2/0 e por isso contém epitopos do tipo galactose-a-
1,3-galactose e Neu5Gc. Os autores observaram que as amostras sanguineas de 25
dos 76 pacientes apresentaram reatividade para a imunoglobulina E (IgE),
responsavel por reacdes de hipersensibilidade. Foram relatados em 17 pacientes
IgE circulantes no pré-tratamento e com isso o0 uso desse biofarmaco, que é
administrado via intravenosa por injecdo, poderia ocasionar um choque anafilatico
nesses pacientes altamente responsivos. Em 2010, Ghaderi e colaboradores
avaliaram a interacdo do Cetuximab® produzido em células murinas contra
anticorpos anti-Neu5Gc de individuos saudaveis, e observaram que houve uma
reacao especifica destes anticorpos contra o antigeno Neu5Gc.

Em 2012, um estudo listou alguns biofarmacos que poderiam apresentar
contaminacdo com o acido sialico imunogénico Neu5Gc, dentre eles: Herceptin®,
Humira®, Refacto®, Helixate® e Kogenate®, produzidos em células CHO;
NovoSeven® produzido em BHK; Remicade®, Erbitux® e Zenapax®, produzidos em
células Sp2/0 (GHADERI et al., 2012). Dentre todas as moléculas apresentadas, as
duas com menor chance de contaminacdo com esse epitopo imunogénico eram o
Xigris®, produzido em células HEK293, e Elaprase®, produzido em HT-1080, ou
seja, ambas células humanas.

Como alternativa as células de mamiferos ndo-humanas, como as células de
origem murina, a pesquisa com células humanas tem crescido nos ultimos anos
devido a correta producdo de proteinas sem residuos imunogénicos. Dentre as
células mais relevantes no contexto comercial, destacam-se a HT-1080, PER.CS6,
CAP-T e HEK-293 (PICANGCO-CASTRO et al, 2013; DUMONT et al.,, 2015;
KUNERT e REINHART, 2016). A linhagem HT-1080 € uma linhagem humana
derivada de fibrosarcoma e utilizada pela empresa Shire para produzir 4 proteinas
terapéuticas comerciais: Dynepo® (epoetina delta), Elaprase® (idursulfase),
Replagal® (alfagalsidase) e VPRIV® (velaglucerase alfa) (SWIECH et al., 2012;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4654249/

DUMONT et al., 2015). Ja a linhagem humana PER.C6 (Crucell Holland BV e DSM
Biologics) é uma célula embrionaria de retina humana imortalizada com o gene E1
do adenovirus que cresce em suspensdo em meios livres de soro e componentes
animais. E utilizada para a producdo de vacinas, anticorpos monoclonais e enzimas
(PAU et al., 2001; JONES et al, 2003; BERDICHEVSKY et al., 2008;
TCHOUDAKOVA et al., 2009; KRUIF et al, 2010; ROSS et al., 2012; SANDERS et
al., 2013; DUMONT et al., 2015), sendo relatadas produtividades de até 27 g/L de
anticorpos monoclonais em sistem a de perfusdo (KUCZEWSKI et al.,, 2011).
Atualmente, a PER.C6 possui mais de 14 produtos biofarmacéuticos em fase clinica
I/ll, podendo ser citadas as vacinas para a raiva, tuberculose, maléria e HIV, além da
producdo anticorpos contra artrite reumatoide e esclerose multipla (DUMONT et al,
2015; GENZEL, 2015). A linhagem CAP é composta por células derivadas de fluido
amnidtico humano transformada para as funcbes EAL, E1B, plX e adaptadas para
crescimento em suspensdo. Desenvolvida pela CEVEC, podem ser facilmente
transfectadas com agentes comerciais e expressam estavelmente altas quantidades
de proteinas recombinantes. Varios estudos demonstram seu potencial de produzir
proteinas recombinantes e vacinas virais, como contra 0 Vvirus influenza
(SCHIEDNER et al., 2000, 2008; ESSERS et al., 2011; FISCHER et al., 2012;
SWIECH et al., 2012; GENZEL et al., 2013; GENZEL 2015). Apesar de promissoras
estas linhagens ndo encontram-se disponiveis para pesquisas cientificas, sendo
possivel apenas licencas para fins comerciais.

A célula HEK293 é uma linhagem derivada de células embrionarias humanas
de rim transformada com os genes do adenovirus E1A e E1B (GRAHAM et al.,
1977). Esta linhagem celular humana é provavelmente a mais utilizada para
pesquisas relacionadas a expressdo de proteinas recombinantes devido ao seu
crescimento em suspensdo e em meios livres de soro, a facilidade para transfeccao
transiente através de diferentes métodos e alta produtividade, como descrito em
alguns trabalhos na literatura (SUN et al.,, 2006; ADAM et al., 2008; BACKLIWAL et
al., 2008; LOIGNON et al., 2008; WAJIH et al., 2008; SONG et al., 2011; SWIECH et
al., 2011; DUMONT et al.,, 2012; FISCHER et al., 2012, HACKER et al., 2013;
KUNERT e REINHART, 2016). Por esses motivos, também & amplamente utilizada
para a producdo de vetores virais, como adenovirus, retrovirus, lentivirus e virus
adenoassociado, muitos em fase Il e Ill de ensaios clinicos (KIM et al., 2009;
HENRY et al., 2011; PETIOT et al., 2011). Devido ao seu grande espectro de uso,



diferentes clones foram isolados para fornecer linhagens com caracteristicas mais
especificas como: facilidade de crescimento em suspensao (HEK293-F); aderéncia
elevada em culturas em monocamadas (HEK293-H); producdo elevada de vetores
virais (HEK293-T) e elevada velocidade de crescimento (HEK293-EBNAL). A célula
HEK293-T é comumente utilizada para producdo de vetores retrovirais, como 0s
lentivirus, rotineiramente utilizados para modificar as células de modo permanente
com o vetor de interesse (DUMONT et al.,, 2015). Utilizando as células HEK293,
foram desenvolvidos 4 produtos comerciais aprovados pelas agéncias regulatorias:
XIGRIS® (proteina C ativada, Eli Lilly corporation), Alprolix® (fator IX fusionada com
a porcao Fc do anticorpo; Bioverativ), ELOCTATE™ (factor VIII fusionada com a
porcdo Fc do anticorpo, Bioverativ) e Nuwig® (factor VIII humano, Octapharma). O
XIGRIS® foi desenvolvido para o tratamento de sepse grave e foi aprovado em 2001
pela agéncia americana Food and Drugs Agency (FDA). Essa molécula possui duas
MPT que ndo sdo realizadas de forma eficaz pela célua CHO, uma clivagem
propeptidica e uma y-carboxilacdo dos residuos de &cido glutamico, e por isso a
célula HEK293 foi escolhida para a producdo. No entanto, em 2011 a empresa
retirou o produto do mercado, uma vez que ndao houve um beneficio farmacoldgico
na reducdo da letalidade quando comparada com placebo (DUMONT et al. 2015). O
ELOCTATE™ e Alprolix® foram aprovados em 2014 para tratamento da hemofilia A
e B, respectivamente. O fator VIII contém seis sétios de sulfatacdo de tirosina,
modificdo essa essencial para a funcionalidade da proteina e sua ligacdo com o fator
de von Willebrand. Estudos mostraram que as células humanas expressaram FVIII
glicosilado e sulfatado de forma compativel com a proteina presente no plasma
(DUMONT et al., 2015). O fator IX, por sua vez, € uma proteina dependente de
vitamina K, e como tal, necessita ser y-carboxilada nos 12 residuos de Gla para sua
correta atividade. Berkner e colaboradores (1993) verificaram que as células
HEK293 tem maior capacidade de y-carboxilacdo do que as células CHO. Outra
vantagem observada pelos estudos é de que as moléculas produzidas em células
HEK293 podem apresentar menor imunogenicidade por ndo apresentar oS epitopos
imunogénicos a-gal e Neu5Gc. Cerca de 30% e 5% dos pacientes com hemofilia A e
B grave, respectivamente, adquirem anticorpos neutralizantes (inibidores) para o0s
biofarmacos recombinantes (GHADERI et al., 2012; DUMONT et al., 2015). Estudos
clinicos com os fatores VIII e IX produzidos em células HEK293 em fase 1, 2a e 3,

no entanto, ndo observaram formacdo de inibidores tratados com essas proteinas
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recombinantes fusionadas (SHAPIRO et al., 012; POWELL et al., 2012; MAHLANGU
et al., 2014; DUMONT et al., 2015).

No entanto, comparada a outras linhagens, a HEK293 foi reportada como
uma célula que forma grandes agregados em biorreatores, o que pode atrapalhar o
processo de escalonamento e a produgdo de proteina recombinantes por meio de
transfeccéo transiente (LIU et al., 2006; MEI et al., 2006; DUROCHER e BUTLER,
2009; ZHU, 2012). Pensando em uma forma de reduzir esses agregados da célula
HEK-293, Cho e colaboradores desenvolveram em 2002 uma linhagem fusionada
com polietilenoglicol composta pelas células HEK293S e 2B8 (derivada do linfoma
de Burkitt’s). Os autores visavam unir as caracteristicas vantajosas de ambas as
células, como o crescimento em suspensdao em meios livres de SFB, facil
transfeccdo e expressdo de grandes quantidades de proteina da célula HEK293S,
juntamente com a eficiente secrecdo e baixa formacédo de agregado nos cultivos da
célula 2B8 (CHO et al., 2002). Deste modo, foi produzida e patenteada pela Bayer a
célula HKB-11 (CHO, 2000), sendo comercializada pela ATCC como CRL-12568™.
Alguns trabalhos exemplificam sua elevada capacidade de producdo (MEI et al.,
2010; FISCHER et al., 2012; TANG et al., 2013, FREITAS et al., 2017). Por ter uma
maquinaria de expressdo idéntica a humana, glicoproteinas dificeis de expressar
pelo sua tamanho e complexidade, como o fator VIII da coagulacdo, apresentaram
niveis de expressdo 8 superiores a HEK293 e 30 vezes superiores em relacdo a
BHK-21 (MEI et al., 2006). Em outro estudo, as células HKB-11 apresentaram maior
eficiéncia de transfeccdo e expressao de interleucina e anticorpos em relacdo as
células 293S (ZHU, 2012). Outras proteinas como IgG, receptor de quinases, TGF,
IL-4, ICAM-1 também foram expressas com sucesso (CHO et al., 2001; CHO et al.,
2002; FISCHER et al.,, 2012). Em 2017, Freitas e colaboradores compararam a
producdo do fator VII recombinante (FVIIr) em célula humana HKB-11 e murina
BHK-21, esta Ultima usada para produzir o FVIIr comercial. Os autores obtiveram
expressao 3,3 vezes superior do fator VIl recombinante (FVIIr) em célula HKB-11,
assim como 2,6 vezes mais secrecao e duas vezes mais atividade biolégica quando
comparada ao FVIIr produzido pela célula BHK-21. Apesar do potencial, ainda néao
foram relatados produtos comerciais relacionados a esta célula.

A linhagem celular SK-Hep-1 foi estabelecida em 1971 e sua morfologia foi
descrita primeiramente por Fogh e Trempe em 1975. E uma linhagem celular

humana imortal, derivada do fluido ascitico de paciente com adenocarcinoma de
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figado. Apesar da localizacdo do tumor, ndo apresenta caracteristicas de uma célula
hepatica como a expressao de proteinas especificas desse tipo celular (albumina, a-
fibrinogénio ou y-fibrinogénio) (TURNER e TURNER, 1980), tratando-se de uma
célula de origem endotelial. Outros estudos, no entanto, indicam que a célula SK-
Hep-1 possui uma caracteristica de célula mesenquimal, apresentando diversos
marcadores classicos de células mesenquimais (EUN et al., 2014). Em 1998,
Herlitschka e colaboradores demonstraram que a linhagem SK-Hep-1 € uma
excelente produtora de fator VIII, apresentando niveis de expressdo superiores aos
obtidos utilizando células CHO. Picanco e colaboradores (2007) realizaram a
expressao de fator VIII em linhagens celulares humanas HepG2, 293T, SK-Hep-1 e
em linhagem murina (Hepa 1-6) utilizando vetores lentivirais com diferentes
promotores e concluiram que os melhores niveis de expressao foram obtidos com o
promotor CMV na linhagem celular SK-Hep-1. Freitas e colaboradores (2017)
avaliaram a producdo de FVII recombinante nesta célula. Os autores obtiveram uma
secrecdo 3 vezes superior de FVIlIr em relacdo a célula BHK-21. A atividade
biolégica do FVIIr também foi superior na célula humana em comparagdo a murina,
com valores 13,8 vezes mais elevados nas células humanas. A utilizacdo desta
célula para producdo de proteinas recombinantes terapéuticas comercias ainda nao
foi relatada.

A linhagem Huh-7 é derivada de um carcinoma hepatocelular caracterizado
por Nakabayashi e colaboradores (1982), os quais procuravam células que
mantinham as funcbes diferenciadas dos tecidos originais e que pudessem ser
mantidas em meios quimicamente definidos sem a necessidade da adicdo de SFB.
A Huh-7 possuia esses requisitos, uma vez que produz um grande numero de
proteinas plasmaticas e enzimas hepato-especificas, sendo uma linhagem de
hepatocarcinoma bem diferenciada e ndo possui caracteristicas de célula
desdiferenciada, como ocorre com a SK-Hep-1 (NAKABAYASHI et al., 1982; WANG
et al., 2015). Além disso, foi cultivada em meio RPMI 1640 livre de soro com adi¢céo
de hidrolisado de lactoalbumina, apresentando duplicacdo celular superior quando
comparada as células cultivadas em meio com soro (NAKABAYASHI et al., 1982).
Em 2011, Kausar e colaboradores expressaram transientemente a eritropoietina,
uma proteina que contém aproximadamente 40% da sua estrutura formada por
carboidratos. Ap6s analise por ELISA, foram obtidos niveis de producéo

semelhantes aos obtidos com a célula CHO, usualmente utilizada pela indUstria para
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producdo desta glicoproteina. Em 2012, pesquisadores demonstraram que a
linhagem Huh-7 pode ser uma alternativa viavel a producédo do fator de coagulacéo
IX, uma vez que promove a correta y-carboxilacdo, fosforilacdo e sulfatacdo da
proteina, além de possuir naturalmente a maquinaria para expressao da vitamina K
2,3-epoxido redutase (VKOR), ndo sendo necessaria sua co-expressao (ENJOLRAS
et al., 2012). Em 2015, pesquisadores avaliaram a produgcao de um fator 1X mutado
na ceélula Huh-7 e observaram o aumento da atividade de coagulacdo quando
injetado em ratos (PEROT et al., 2015). Outros estudos demonstraram a producao
de virus e outras proteinas recombinantes nesta célula (NAKABAYASHI et al., 1984;
SAINZ & CHISARI, 2006).

A busca de plataformas alternativas para producdo de proteinas
recombinantes menos imunogénicas, com correta qualidade terapéutica e
economicamente viaveis é de grande interesse para a industria. Neste sentido,
nosso grupo tem focado em desenvolver plataformas de expressdo de proteinas
recombinantes em células humanas, como a producdo do FVIII recombinante em
célula humana SK-Hep-1, trabalho que gerou a patente US 8,969,041 B2 (DE
SOUZA RUSSO CARBOLANTE et al., 2015) e do fator VIl recombinante, trabalho
gue gerou a patente WO 2016/187683 Al (COVAS et al., 2016). Além das patentes,
outros trabalhos foram desenvolvidos com células humanas como a SK-Hep-1, a
HKB-11, a HepG2 e a HEK293 (AMARAL et al., 2016; BIAGGIO et al., 2015;
CARON et al., 2015; CASTILHO-FERNANDES et al., 2011; DE SOUSA BOMFIM et
al., 2016; FANTACINI et al., 2016; FREITAS et al., 2017, PICANCO-CASTRO et al.,
2007; ROSA et al., 2012, SWIECH et al., 2011).

No entanto, ndo apenas 0 tipo de sistema de expressdo € de extrema
importancia, mas também o meio de cultura no qual essas células serdo cultivadas,
uma vez que a composicdo do meio pode alterar significativamente o perfil de

glicosilagédo da proteina dependendo dos componentes da formulacéo.

1.2 Cultivos em meios livres de soro fetal bovino e em suspenséo

Diferentemente de um cultivo com microorganismos ou células de inseto, o
cultivo de células de mamiferos exige condi¢Bes rigorosas devido a sua complexa
maquinaria celular. Para o cultivo adequado dessas células, parametros importantes

devem ser avaliados como a escolha dos meios de cultura especificos para cada
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linhagem, tipo de cultivo em monocamada ou em suspensédo, controle das condicbes
ambientais, como quantidade de oxigénio, CO,, acidez e alcalinidade do meio,
possiveis efeitos de tensdo de cisalhamento e estresse mecanico, entre outros. A
escolha correta do meio de cultura é um passo critico para uma producéo eficiente
da proteina terapéutica de interesse, com elevado crescimento celular, perfil de
glicosilacdo correto e facilidade na etapa de purificagdo. Espera-se que o meio de
cultura escolhido supra as células com fontes de carbono e nitrogénio, fatores
hormonais, proteinas que transportam hormonios, sais minerais, vitaminas e
elementos traco, lipideos, fatores de adesdo e espalhamento, fatores de
estabilizacdo de pH, surfactantes contra as tensdes de cisalhamento, entre outros
(PRICE e GREGORY, 1982; GSTRAUNTHALER, 2003; BRUNNER et al., 2010; van
der VALK et al., 2010; BUTLER e SPEARMAN, 2014).

As células de mamiferos séo tradicionalmente cultivadas em meios de cultura
basais, ou seja, meios com requisitos basicos para a sobrevivéncia de qualquer
célula, suplementados com derivados humanos ou animais visando aumentar a
viabilidade e produtividade das células. Dentre os suplementos mais usados,
destaca-se o soro fetal bovino (SFB), que é um suplemento rico em carboidratos,
aminoacidos, vitaminas, lipideos, hormoénios, fatores de crescimento, proteinas,
dentre outros fatores que auxiliam na manutencdo, sobrevivéncia e duplicacéo
celular. Devido a sua alta carga de nutrientes, a adicdo de SFB ao meio basal
padrdo permite que este seja usado para diversas linhagens celulares, que terao
suas necessidades nutricionais supridas pelo suplemento (PRICE e GREGORY,
1982; GSTRAUNTHALER, 2003; BRUNNER et al.,, 2010). Além disso, alguns
componentes do soro como a albumina podem ser utilizados como excipientes e
estabilizadores da formulacdo final da proteina recombinante. Porém, a partir da
década de 70 e 80, com o advento da transmisséo de hepatite B, C e o virus da HIV,
iniciou-se uma discussdo sobre o uso de derivados humanos, tanto para a produgao
de concentrados do sangue como para 0 uso em meios de cultura. Em seguida, a
encefalopatia espongiforme bovina, a doenca de Creutzfeld-Jakob e a febre aftosa
alertaram sobre os riscos do uso de componentes de origem animal como o SFB na
producdo de proteinas recombinantes terapéuticas. Posteriormente, outros agentes
adventicios preocuparam quanto a possibilidade de transmissdo, como o virus da
hepatite A e o parvovirus humano B19. Apesar dos avangos nos processos de

deteccdo e eliminagdo ou inativacdo desses virus dos produtos biofarmacéuticos, a
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possibilidade de surgimento de novas cepas virais pode comprometer a qualidade e
seguranca desses produtos. Visando sanar o risco de transmissdo de agentes
infecciosos (prions, virus, bactérias, fungos e micoplasma), a comunidade cientifica
focou no desenvolvimento de bioprocessos livres de derivados animais. Do ponto de
vista econdmico, o SFB, apesar de ser capaz de promover o crescimento de um
vasto nuimero de linhagens celulares, é extremamente dispendioso e dificulta o
processo de purificacdo da proteina de interesse, uma vez que possui um alto
nimero de proteinas na sua composicdo, como albumina, imunoglobulinas,
antitripsina, transferrina, fibronectina, fator de crescimento epidérmico, dentre outros.
Além disso, apesar de ser regularmente suplementado no meio de cultura basal na
concentracdo de 5 a 20% (v/v), seu prego unitario costuma ser superior ao de meios
de cultura quimicamente definidos em muitos casos. Do ponto de vista da qualidade
do produto, o SFB possibilita a incorporacédo do residuo imunogénico Neu5Gc nas
proteinas expressas por células cultivadas em meios suplementados com tal
produto, além de inserir uma alta variabilidade no processo devido a sua
composi¢cdo desconhecida e diferengas entre lotes e fornecedores. Pelo aspecto
ético, o método de extracdo do SFB, por puncéo cardiaca, pode levar ao sofrimento
do feto, que € sacrificado para a obtencdo do produto. Desta forma, a remogéo do
soro fetal bovino ou qualquer outro componente derivado de animais do bioprocesso
€ recomendado pelas agéncias regulatérias (VAN DER VALK et al., 2010; GHADERI
et al., 2012; PICANCO-CASTRO et al., 2013; DUMONT et al.,, 2015; SHUKLA e
ARANHA, 2015).

Visando estabelecer processos mais robustos e de acordo com as normas
estabelecidas pelas agéncias regulatorias, as industrias biofarmacéuticas e a
comunidade cientifica focaram em produzir meios quimicamente definidos para
diferentes linhagens celulares levando em consideracdo as caracteristicas
metabdlicas especificas de cada célula. Desta forma, atualmente existem diferentes
meios de cultura livres de SFB e quimicamente definidos contendo todos os
componentes necessarios ao crescimento celular de uma linhagem especifica. .
Deste modo, varios estudos utilizaram processos e/ou meios de cultura livres de
SFB para produzir diversas proteinas recombinantes (ADAM et al., 2008; LOIGNON
et al., 2008; MEI et al., 2010; KRUIF et al., 2010; SWIECH et al.,, 2011;
CASADEMUNT et al., 2012; FISCHER et al., 2012; ROSS et al., 2012; SANDERS et
al., 2013; SEO et al., 2013; MCCUE et al., 2015).
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Além da remocdo do soro, outro processo importante na producdo de uma
proteina recombinante terapéutica de qualidade e em larga escala € a adaptacéo
das células para cultivos em suspensdo. Células que crescem ancoradas a um
substrato ficam limitadas a area superficial do sistema de cultivo, seja este uma
garrafa de poliestireno ou um microcarregador. Uma célula adaptada para
suspensédo nao necessita de substrato para crescer, de modo que 0 processo de
producdo torna-se volumétrico e ndo superficial, sendo capaz de atingir elevadas
concentracbes celulares. Essa caracteristica permite o facil escalonamento do
cultivo em biorreatores de dezenas a milhares de litros (WURM, 2004; FRESHNEY,
2005; CHICO et al., 2008; DUROCHER e BUTLER, 2009; ZHU, 2012; DUMONT et
al., 2015).

A adaptacdo da célula para meios livres de SFB geralmente ocorre pela: i)
adaptacdo direta, na qual a célula previamente tripsinizada é ressuspendida
diretamente em meio livre de soro e repicada neste meio por passagens
subsequentes; ii) adaptacdo sequencial, na qual a propor¢édo do meio livre de soro
(MLS) é aumentada em 25% a cada passagem, até o cultivo da célula em meio
totalmente livre de soro por algumas passagens subsequentes; iii) adaptacao pela
reducdo de SFB no meio de cultura padréo, sendo reduzida a suplementacdo de
SFB no meio até o cultivo da célula em meio padréo livre de soro. A adaptacao
celular para suspensao pode ser realizada inoculando a célula em sistemas agitados
como em frascos spinner ou erlenmeyer por passagens subsequentes até a
adaptacédo. A adaptacédo celular para suspenséo e em meio livre de SFB pode ser
realizada concomitantemente ou por etapas. Antes de iniciar a adaptacdo, €
recomendado utilizar as células na fase exponencial de crescimento e com uma
viabilidade superior a 90%, uma vez que 0 processo de adaptacdo para MLS e
suspensdo pode gerar dano as células devido a retirada de nutrientes e estresse
mecanico, respectivamente (GSTRAUNTHALER, 2003; MORAES et al., 2008; VAN
DE VALK et al., 2010; BIAGGIO et al., 2015).

Desta forma, a geracéo de células adaptadas para suspensdo e meios livres
de soro fetal bovino é fundamental para um processo de producdo que esta de
acordo com as recomendacfes das agéncias regulatérias e que visa a obtencdo de
maiores quantidades da proteina recombinante de interesse. Neste trabalho, a
proteina recombinante de interesse escolhida foi o fator VII da coagulagcédo

sanguinea, por ser uma proteina que necessita modificagbes pos-traducionais
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complexa e por estar inserida no desenvolvimento de solucdes para o tratamento
das hemofilias em colaboracdo com o Hemocentro de Ribeirdo Preto, com o qual o

grupo ja estabeleceu parceria.

1.3 Coagulacédo sanguinea e a hemofilia

A hemostasia € a resposta fisioldgica normal do corpo para a prevencao e
interrupcdo de sangramentos e hemorragias, preservando o volume de sangue. Para
garantir a hemostasia do sangue e interromper oS sangramentos, 0 organismo gera
um coagulo sanguineo formado por plaquetas e fibrina, este Ultimo produzido no
final da cascata de coagulacdo. A primeira resposta ao dano tecidual, ou hemostasia
primaria, ocorre quando o vaso é danificado e moléculas de colageno presentes na
camada subendotelial ficam expostas, promovendo a adesédo das plaquetas atraves
do complexo glicoprotéico (Gp) de membrana Ib/IX/V ou da integrina a,,B3 ativada,
ambas mediadas pelo fator de von Willebrand. As plagquetas ativadas formam uma
monocamada apdés mudanca morfolégica, cobrindo o dano tecidual no local da
lesdo. Outros receptores de adesdo colaboram para a sustentacdo da monocamada
plaquetaria como a laminina, vitronectina, GpVI e outras formas de integrina. Apés a
formacao da adesdo plaquetaria, ocorre a liberacdo do contetdo de seus granulos,
como ions calcio, ADP, entre outros, e a ligacdo de ADP no receptor Gpllb/llla altera
a conformacdo do receptor permitindo o depdsito de fibrinogénio e a agregacao
plaquetaria. Tanto a adesdo como a agregacdo plaquetaria permitem a agregacao
das plaguetas em monocamada, de forma a interromper a perda de sangue (PALTA
et al., 2014; PERIAYAH et al., 2017).

Na hemostasia secundaria ocorre a formacéo de fibrina, molécula que auxilia
no estancamento do sangue por depdsito sobre o trombo plaquetério. Essa proteina
é formada na ultima etapa da cascata de coagulacdo, um processo que envolve uma
série de reagbes bioguimicas em cascata que visam ativar pro-enzimas. As 13
proteinas presentes na cascata sao denominadas de fatores da coagulacdo (F),
classificadas por nimeros romanos de | a Xlll (com excessao ao FVI, que ndo mais
existe). Esses fatores sdo, em sua maioria, produzidos no figado (com excecao dos
fatores Ill, IV e VIII) e sdo serinoproteases (com excecdo dos fatores Ill, V e VIl e
XIl) inativas na forma de zimogénios proteoliticos, que quando clivadas tornam-se

ativas e clivam outras proteinas da cascata da coagulacdo. No modelo classico, o
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processo de coagulacdo ocorre por duas vias: a via extrinseca e a via intrinseca. No
entanto, esse modelo foi revisado e atualmente a cascata € dividida em quatro
etapas: fase de iniciacdo, fase de amplificacdo, fase de propagacdo e fase de
estabilizacdo (PALTA et al., 2014). A fase de iniciacdo ocorre apos dano vascular,
onde receptores de superficie celular e fatores teciduais (FT, também conhecido
como FIII) externos a corrente sanguinea entram em contato com o FVII circulante
no sangue para formar o complexo tenase (FT-FVila). O FVII também pode ser
ativado por trombina (Flla), pelo fator Xa, IXa e Xlla, e o préprio complexo tenase
(THIM et al., 1988). Apés a ativagdo do complexo FT-FVlla, os fatores FIX e FX s&o
ativados nas proteases FXa e FIXa. O FIXa se adere ao seu cofator (FVllla) e
juntamente com fosfolipideos de membrana resultam na ativacdo de mais FX. O FXa
formado se liga ao seu cofator (FVa) e a ions célcio nos fosfolipideos de membrana
para formar o complexo protrombinase (FVa-FVllla), responsavel por ativar a
protrombina em trombina (Flla). No entanto, a formacdo de trombina por esse
processo ocorre de forma menos intensa, podendo ser imediatamente inibida pelo
inibidor do fator tecidual (IFT). Desta forma, inicia-se a fase de amplificacdo, onde a
trombina (Flla) produzida na fase de iniciacdo promove a producdo de mais FIXa e
FXa através da ativacdo dos fatores V e VIII. O acumulo dos complexos tenase e
protrombinase na superficie das plaquetas, permite uma elevada e continuada
producdo de trombina na fase de propagacdo em quantidades suficientes para a
producdo de fibrina e do tampé&o plaquetério. A trombina converte o fibrinogénio (FI)
em mondmeros de fibrina (Fla) e ativa o fator XllI (fator estabilizador de fibrina). Na
fase de estabilizacdo, o FXllla polimeriza de forma covalente os monémeros de
fibrina, gerando uma rede estavel e insolivel no tampéo plaguetéario. Além disso, o
FXllla realiza uma ligacdo cruzada da fibrina e fibronectina e essa ao colageno,
estancando o sangramento através da formacdo do trombo. Apdés restabelecer o
processo de hemostasia, esse coagulo é dissolvido por enzimas fibrinoliticas para
evitar trombose (PALTA et al., 2014; PERIAYAH et al., 2017).

A hemofilia ocorre quando um dos fatores relacionados ao processo de
coagulacdo esta ausente ou em quantidade deficiente. Como consequéncia, 0
paciente pode apresentar um grave quadro clinico hemorrdgico, como sangramento
intra-articular  (hemartrose), hematoma muscular, sangramento mucocutaneo,
contraturas de flexdo, artrite, doencas nas juntas, dor crbnica, atrofia muscular, entre
outras (UNIM et al., 2015). Nos casos severos da doenca, estima-se uma
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expectativa de vida em torno de 16 anos caso o0 tratamento ndo seja apropriado
(HEDNER, 2015). A hemofiia € uma doenca sem cura, mas possui algumas
abordagens para o seu tratamento, como sera posteriormente abordado.

A hemofilia A, causada pela deficiéncia do fator VIII da coagulacédo
sanguinea, € a hemofilia com maior nimero de casos na populagdo. A propor¢ao
estimada de hemofilia A varia entre 1 a cada 5.000 a 10.000 nascimentos do sexo
masculino. No relatério anual de 2016 da World Federation Hemophilia (2017), foram
registrados 295.866 pacientes com coagulopatias no mundo, sendo que cerca de
50% destes eram hemofilicos A. Em um levantamento feito pelo Ministério da Saude
em 2015, cerca de 43% dos 22.932 pacientes com coagulopatias eram hemofilicos
A, corroborando com a porcentagem internacional. Trata-se de uma doenca
congénita recessiva que afeta majoritariamente homens, uma vez que esta
relacionada a uma mutacdo no cromossomo sexual X (Xg28). O paciente pode tanto
produzir uma proteina nao-funcional como proteina em baixas quantidades ou nao
produzir proteina (caso severo). O tratamento ocorre por reposi¢cao do fator VIII da
coagulacdo, disponivel para ser administrado na forma de derivado do plasma ou
recombinante, produzido pela tecnologia do DNA recombinante. Dentre as formas
recombinantes utilizadas atualmente, podemos citar Advate® (Shire), Recombinate®
e Refacto® (Baxter), Kogenate® e Helixate® (Bayer), Eloctate™ (Bioverativ), Nuwig®
(Octapharma) e recentemente o Hemo-8r (Hemobras).

A hemofilia B, de maneira semelhante a hemofilia A, € uma doenca causada
pela mutacdo no gene X (Xg27.1) responsavel pela producdo do fator I1X, que atua
na via intrinseca classica da coagulacdo, ativando o fator X. A doenca é a segunda
maior em casos registrados na populacdo hemofilica com desordens no cromosso
sexual X. Em 2016, foi relatado que cerca de 10% dos pacientes com desordens do
sangue eram hemofilicos B (World Federation Hemophilia, 2017). No Brasil, foi
registrado em 2015 que 8,5% dos pacientes com coagulopatias eram hemofilicos B
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Estima-se que 1 a cada 35.000 a 50.000
nascimento masculinos sdo portadores da doenca. Os efeitos da hemofilia B sdo os
mesmos do fator VIII, como artrite, doencas nas juntas, dor crénica, entre outros. O
tratamento da hemofilia B ocorre por reposicao do fator 1X da coagulagéo, que pode
ser produzida pelo fracionamento do plasma humano ou de forma recombinante.

Dentre as proteinas terapéuticas recombinantes utilizadas atualmente, podemos
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citar o BeneFix® (Wyeth), o Idelvion® (CSL Behing), o Alprolix® (Bioverativ), entre
outros.

Como descrito anteriormente, a hemofilia A e B sdo as doengcas com maior
incidencia nos distdrbios da coagulacdo ligados ao cromossomo sexual. As
deficiéncias de outros fatores como I, I, V, VII, X, XI e XIIl sdo tratados como
coagulopatias raras. Um dos grandes problemas da hemofilia A e B é a hemorragia
grave nos casosS severos e que exigem prevencdo e extremo cuidado. Para
classificar os pacientes de maior risco, a gravidade da doenca foi dividida de acordo
com a atividade dos respectivos fatores de coagulacéo VIII e IX, conforme a Tabela
1.2. Dessa forma a hemofilia é classificada em: 1) hemofilia leve, com atividade do
fator variando de 5% a 40% ou de 0,05 a 0,40 Ul/mL; 2) moderada, de 1% a 5% de
atividade ou de 0,01 a 0,05 Ul/mL; 3) grave, com menos de 1% de atividade ou
concentracdo inferior a 0,01 Ul/mL (MINISTERIO DA SAUDE, 2011, WORLD
FEDERATION OF HEMOPHILIA, 2016).

Tabela 1.2 - Classificacdo da gravidade de hemofilia.

Hemofilias Tipo % Ul/mL
Leve 5a40 0,05 a 0,40
Moderada lab 0,01 a 0,05

Grave <1 0,01

Fonte: Ministério da Salde, 2017.

O levantamento dos diagndsticos realizados em 2015 referente a hemofilia A
mostrou que aproximadamente 39%, 25% e 23% dos casos descritos eram relativos
a forma grave, leve e moderada, respectivamente. Com relacdo a hemofilia B,
aproximadamente 33% dos diagnosticos eram referentes a forma moderada,
enquanto 32% eram relacionados a forma grave e 22% eram relativos a forma leve
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A dosagem da terapia varia de acordo com a severidade do quadro clinico.
Além disso, quanto mais cedo sao tratados os episodios de sangramento, menor
sera a necessidade de ajuste para uma dosagem mais elevada. (UNIM et al., 2015;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017, WORLD FEDERATION OF HEMOPHILIA, 2017).

Antigamente, os pacientes hemofilicos eram tratados sob demanda, para
sanar episédios de sangramento. Atualmente, o tratamento é realizado maneira

profilatica, uma vez que apresenta vantagens significantes sobre o tratamento sob
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demanda, a destacar: i) melhor qualidade de vida e saude do paciente, devido a
reducdo de sangramentos nas juntas (cerca de 83%), reducdo da dor corporal e
menos complicacdes graves; i) reducdo dos custos para o sistema de saude,
promovendo uma economia de US$ 8 a 17 mil por episdédio de sangramento em
casos de hemofilia grave; iii) aumento da produtividade e melhora na vida social; iv)
melhor relacdo de custo-beneficio para o sistema de sadde e para o paciente (UNIM
et al.,, 2015). O intuito do tratamento profilatico € manter os fatores de coagulacédo
em um nivel basal em torno de 1%, de forma a reduzir o risco de sangramentos e
prevenir danos as juntas. A reposicdo precoce dos fatores da coagulacdo antes da
segunda hermatrose €é denominada profilaxia primaria e apds a segunda
hermatrose, profilaxia secundaria ou tardia. A maior parte da dispensacdo de
concentrado de fator VIII no Brasil em 2015 foi destinada a profilaxia secundaria
(52,13%), ao passo que a dose domiciliar correspondeu a 22,88%. A dispensacéo
do concentrado de fator IX no Brasil foi dividida em 51,30% na profilaxia secundaria,
22,90% na dose domiciliar e 16,50% no tratamento ambulatorial.

O custo do tratamento, porém, é alto por se tratar de uma doenca cronica
gue requer infusdo continua durante toda a vida, como forma de estancar e prevenir
sangramentos, e reduzir o risco de complicagbes frequentemente encontradas no
quadro clinico hemorragico (UNIM et al., 2015). Além do custo referente a
administracdo continua do medicamento, ha ainda o custo relativo as complicacbes
e efeitos adversos causados pelo medicamento, como a formagédo de anticorpos
inibidores, e em alguns casos, choque anafilatico. Varios fatores recombinantes
citados acima sdo produzidos em células murinas e como descrito anteriormente,
essas proteinas podem conter epitopos imunogénicos que podem desenvolver
aloanticorpos nos pacientes e reduzir a eficacia do tratamento. Em hemofilicos A, a
prevaléncia de inibidores varia entre 10 a 30%, enguanto na hemofilia B varia entre 1
a 5%. Deste modo, os pacientes devem passar por testes para verificar a presenca
de inibidores (MINISTERIO DA SAUDE, 2008; HEDNER, 2015). O titulo dos
anticorpos inibidores é dado em unidades Bethesda (UB). Geralmente os pacientes
com titulos de inibidor maior que 5 UB/mL séo classificados como inibidores de alta
resposta e ndo respondem a terapia com fatores VIII ou IX (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). De acordo com o “Perfil das Coagulopatias Hereditarias no Brasil” de
2015 do Ministério da Saude, 7.512 pacientes com hemofilia A e 1.536 pacientes

com hemofilia B foram testados para o desenvolvimento de inibidor e 7,66% dos
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testados para a hemofilia A e 1,69% para a hemofilias B foram positivos para o teste.
A imunotolerancia é o tratamento que visa erradicar os inibidores contra o FVIII e
FIX e envolve o uso de coadjuvantes da cascata da coagulacdo, como o FVlla.
Desta forma, os FVIII e FIX séo infundidos periodicamente, visando criar tolerancia
no paciente. O FVlla pode ser produzido tanto na forma de derivado do plasma
(Concentrado de complexo protrombinico parcialmente ativado, CCPa), como na
forma ativada recombinante (FVllar), sendo o principal representante a proteina
produzida pela empresa NovoNordisk, o NovoSeven®. O CCPa, ao contrario do
NovoSeven® que possui apenas o FVllar purificado, € composto por todos os
fatores da coagulacdo dependentes de vitamina K, como o Fll, FVII, FIX, FX,

Proteina C e S e outras proteinas do plasma (HEDNER, 2015).

1.3.1 O fator VII na terapia das coagulopatias

Nos casos de pacientes hemofilicos que desenvolveram inibidores,
apresentam deficiéncia congénita de fator VII, trombastenia de Glasmmann, ou em
casos de procedimentos invasivos como cirurgias, € recomendada a utilizacdo de
fator VII, seja na forma de CCPa ou FVllar.

Em 2015, foram tratados 407 pacientes hemofilicos A e B e inibidor com o
CCPa, sendo a categoria de pacientes hemofilicos A e inibidor com titulo entre 0,6 a
4,9 UB/mL responsaveis por 27,27% das infusdes, seguido de 34,64% com titulo
acima de 10,1 UB/mL e 13,76% com titulo entre 5 a 10%, ou seja, a maior parte foi
destinada aos portadores de inibidores com altos titulos.

Com relacdo ao FVllar, 233 pacientes com hemofilia A e B foram tratados
com o complexo recombinante, o que corresponde a 38,70% com hemofilia A e
inibidor e 2,01% com hemofilia B e inibidor. A categoria que recebeu maior nimero
de infusbes com o fator recombinante foi o paciente com hemofilia A e inibidor de
baixa resposta (0,6 a 4,9 UB/mL), responsavel por 22,32% do uso (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

De acordo com a cartilha “Recomendagdes de uso do fator VII ativado
recombinante para pacientes com hemofilia congénita e inibidor e deficiéncia
hereditaria de fator VII” feita pelo Ministério da Saude (2011), a dose para
hemofilicos com inibidores deve ser administrada de forma repetida por via

endovenosa em uma proporcédo de 90 a 120 pg/kg/dose ou 4,5 KUI/kg/Dose a cada
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2, 3, 4, 6, 8 ou 12 horas. Vale salientar que o fator VII € o fator com menor tempo de

meia-vida dentre os fatores, de 3 a 6 horas, conforme descrito na figura 1.1 abaixo.

Figura 1.1 - Tempo de meia-vida dos fatores recombinantes no sangue.

Tempo de meia-vida minimo
Tempo de meia-vida maximo

Fator | (Fibrinagénia) ] | |
FatorIi {Protrombina) ] | |
. ]
. L
Fator X |

Fator 1X

Fator VII

Proteina C

|
|
|
|
|
|
Fator ViII ]

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

Horas

Fonte: Elaborado pelo autor baseado em Monroe et al., 2010.

As quantidades administradas devem ser cuidadosamente determinadas, uma
vez que varios estudos mostraram a presenca de efeitos colaterais indesejados e
severos como trombose, acidente vascular cerebral, infarto, entre outros
relacionados ao uso excessivo dos fatores de coagulacdo. Geralmente esses efeitos
colaterais ocorrem quando o paciente ja apresenta outros fatores de predisposicao
ao risco como o0s pacientes mais idosos e com doenca aterosclerética (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011). Um dos efeitos adversos reportados com o uso do FVlla é a
tromboembolia venosa e arterial, que pode ser fatal. Desta forma, o fator VII
recombinante deve ser utilizado com cuidado em pacientes com doencas do
coracao, figado, em processo de pds-operatorio, em neonatos ou caso haja qualquer
possibilidade de um risco tromboembdlico. Além disso, apesar de raro, pacientes
gque recebem reposicdo do fator VII podem desenvolver anticorpos anti-FVII durante
a terapia (LEVITT et al., 2010). Caso a atividade de FVII ndo cesse o sangramento,
deve-se avaliar a formac&o de inibidores (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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1.4 Fator VII da coagulacéo

O fator VII da coagulacdo sanguinea € uma serinoprotease dependente de
vitamina K, composta por uma cadeia Unica com 406 aminoacidos (Figura 1.2), que
atua na fase de iniciacdo da cascata de coagulagdo. O gene relacionado a proteina
esté localizado no cromossomo 13 (13g34) (WION et al. 1985; HAGEN et al., 1986;
THIM et al, 1988).

Figura 1.2 — Representacdo da estrutura bidimensional do fator VII da coagulacao.

®
Q)
20 */: ©0EOCOCOROOIOOOBRP—NH, COOH
1

Fonte: Extraido de Persson e Akarp (2007).

Esta protease € um heterodimero sintetizado no figado e secretado no
sangue como uma pré-enzima ndo ativa (zimogénio) de cadeia Unica com massa
molecular de 50 kDa. Quando ativada, apresenta-se como uma cadeia leve e uma
pesada, composta por 152 aminoacidos (20 kDa) e 254 aminoacidos (30 kDa),
respetivamente (Figura 1.3). Ambas as cadeias esséo ligadas por uma ponte
dissulfeto (WION et al. 1985; HAGEN et al., 1986; THIM et al, 1988). Est& presente
no sangue na concentracdo de aproximadamente 0,5 mg/L (THIM et al., 1988). A
molécula de FVII possui diversas modificagcbes poés-traducionais, entre elas 10
residuos de &cido glutamico y-carboxilados, 2 residuos de asparagina N-glicosilados
, 1 residuo de O-glicosilagdo, e 1 residuo de acido aspartico B-hidroxilado. Essas
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modificacdes sdo necessdrias para a secrecdo e atividade bioldégica do FVII,
interacdo com o FT e FX, entre outras (HAGEN et al.,, 1986; THIM et al., 1988;
BOHM et al., 2015). Importante destacar que a regido Gla deve permanecer intacta
para ser adsorvida na membrana de fosfolipideos das células (BOROWSKI et al.,
1985; THIM et al, 1988). Outro fator importante a ser avaliado é a correta escolha do
sistema de expressdo, uma vez que o processo de gama-carboxilagdo € limitante
em diversas linhagens celulares e desta forma, a escolha correta da linhagem é de
extrema importancia para a obtengcdo de uma proteina com adequada qualidade
terapéutica (BERKNER, 1993).

Figura 1.3 — Representacdo da estrutura do fator VIl da coagulagdo. Zimogénio com
massa molecular de 50 kDa, apresentando a cadeia leve de 20 kDa (N-terminal) e a
pesada de 30 kDa (C-terminal) ligadas por uma ponte dissulfeto. A cadeia leve
possui 2 dominios do tipo fator de crescimento epidérmico (EGF-1 e 2), 1 dominio de
acido gama-carboxiglutamico (GLA). A cadeia pesada apresenta o sitio catalitico e a
enzima é ativada quando o FXa cliva a ligacdo peptidica entre Argl52-1le153.

1 Arg 152 l lle 153 406
I | | I
NH3-[ GLA I EGF-1 I EGF—Z] _ [ Sitio Catalitico ]-COOH
| Cadeia leve Cadeia pesada
CH2 S—S
I
CH2
I
COOH
Fonte: Elaborada pelo autor.
O fator VII, assim como os fatores Il, IX, X e as proteinas C, S e Z, sé@o

dependentes da vitamina K para serem carboxilados pela y-glutamil carboxilase e
exercerem sua funcdo biologica. A auséncia de vitamina K prejudica a coagulacéo

podendo gerar sangramentos descontrolados.
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1.4.1 Gama-carboxilagdo do fator VIl e ciclo da vitamina K

Apés sintetizado, o fator VII na forma inativa sofre gama-carboxilagcbes no
reticulo endoplasmatico, no qual o carbono y do residuo de acido glutamico €&
carboxilado pela enzima y-glutamil carboxilase dependente de vitamina K (GGCX),
gerando o residuo de acido y-carboxiglutamico (GLA). O processo de gama-
carboxilagao forma aproximadamente 10 residuos de acido y-carboxiglutamico na
parte amino-terminal da proteina (HAGEN et al., 1986; HALABIAN et al., 2009). Essa
gama-carboxilacdo na cadeia leve do fator VII é fundamental para a atividade
biolégica, uma vez que a presenca de dois grupos carboxila no dominio GLA
favorece a ligacdo aos ions calcio, o que permite a interacdo com outras proteinas,
dando sequéncia ao processo de coagulacdo (HAGEN et al., 1986; HALABIAN et al.,
2009).

Para ter sua atividade, a y-glutamil carboxilase necessita do seu cofator, a
forma reduzida da vitamina K hidroquinona (K;H,). A vitamina K € uma vitamina
lipossoluvel que existente em duas formas principais, vitamina K; (filoquinona) e
vitamina K, (menaquinona), sendo a vitamina K; majoritariamente utilizada nos
processos de coagulagédo. Para ser o cofator da GGCX, a vitamina K precisa estar
na sua forma reduzida, e esta reducdo é realizada pela vitamina K 2,3-epdxido
redutase (VKOR). A forma reduzida, denominada vitamina K hidroquinona (K;H,),
sera oxidada pela GGCX concomitantemente com a gama-carboxilacdo do acido
glutdmico (Glu) a y-carboxiglutdmico (Figura 1.4). Essa oxidacdo da vitamina K gera
energia necessaria para a remocdo do hidrogénio gama do residuo de Glu e
incorporacado de CO, pela carboxilase (TIE et al., 2011; LEFEBVRE et al., 2016). A
vitamina K 2,3 epoxido produzida ndo € descartada, sendo reduzida novamente pela
enzima vitamina K 2,3 epoxido redutase. Posteriormente, o intermediario é reduzido
pela enzima vitamina K quinona redutase gerando o cofator vitamina K hidrogquinona,
gue ficara disponivel para um novo ciclo de oxidacdo, como detalhado na Figura 1.4
(TIE et al., 2011; LEFEBVRE et al., 2016). Por esse motivo, a ingestdo de pequenas
guantidades de vitamina K sdo suficientes para o correto funcionamento da enzima
GGCX, ao passo que a deficiéncia ou o uso de antagonistas da vitamina K, como a
varfarina, podem levar a sangramentos e a anticoagulacdo (PALTA et al., 2014).
Uma revisdo publicada em 2008 mostra a importancia da vitamina K em duas

doencas autossomais recessivas raras, nas quais mutagcdes pontuais nas duas
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principais proteinas relacionadas ao ciclo da vitamina K, a GGCX e a VKOR, podem
levar a hemorragia moderada a grave, e a terapia de reposicao com vitamina K se
faz necessaria para restabelecer o processo de coagulacdo rompido pela falta de
atividade dos fatores de coagulacdo dependentes de vitamina K (WESTON e
MONAHAN, 2008).

Figura 1.4 — Representacdo da atuacdo da y-glutamil carboxilase e ciclo de
regeneracdo da vitamina K.
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Fonte: Adaptada de Lefebwre et al., (2016).

A vitamina K quando adicionada ao meio de cultura atua imediatamente,
sendo armazenada pelas células por semanas e fazendo com que a proteina
previamente produzida seja secretada em até 24 horas pela célula (BERKNER,
1993). Cerca de 2 a 5 vezes mais proteina dependente de vitamina K, como FVII,
FIX e Proteina C podem ser secretadas quando a vitamina K esta presente no meio
(BERKNER, 1993). Além disso, a auséncia da vitamina K pode levar a uma reducao
do nivel de expressao de uma proteina dependente de vitamina K. Em sua tese de
doutorado, Marcela de Freitas observou que a auséncia de vitamina K nos cultivos
das linhagens humanas HepG2, SK-Hep-1 e HKB-11 transduzidas com o FVII
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resultou em uma expressao de RNA mensageiro (RNAm) cerca de 7, 14 e 45 vezes
menor quando comparada aos cultivos contendo a vitamina K das células HepG2,
SK-Hep-1 e HKB-11, respectivamente. Além disso, a suplementacdo da vitamina K
no cultivo da célula HepG2 ndo transduzida, que naturalmente expressa 0 RNA
mensageiro enddgeno, foi suficiente para aumentar em 480 vezes a expressao do
RNAmM nesta célula (FREITAS, 2015).

1.5 Producéo do fator VIl recombinante

Os fatores de coagulacdo utllizados na terapia de reposicdo sao
tradicionalmente obtidos e fracionados do plasma de doadores. Porém, devido a
possibilidade dos derivados do sangue conter patégenos como virus, prions, entre
outros, e a producdo ser irregular por depender da quantidade de doadores e
bancos de sangue, os fatores de coagulacdo recombinantes vieram como uma
promessa de serem mais seguros, reprodutiveis e com a possibilidade de serem
produzidos em larga escala, aumentando a disponibilidade dos fatores para
tratamento. No caso especifico do fator VII, este encontra-se em concentracées
muito baixas no sangue, de forma que se torna inviavel obter quantidades
suficientes de FVII da coagulacdo para tratamento dos pacientes (THIM et al., 1988).

No inicio da década de 70, os hemofilicos que desenvolviam inibidores eram
tratados com CCPa para diversos tipos de sangramentos (HILGARTNER et al.,
1983). No entanto, eventos tromboembdlicos (BLATT et al., 1974; DAVEY et al.,
1976) e o aumento do titulo de inibidores anti-FVIII (HILGARTNER et al., 1983)
foram relatados para o uso de CCPa, além do possivel risco de transferéncia de
patégenos decorrentes do sangue. Estudos foram realizados com o CCPa e
verificaram que o FVlla era um dos fatores com menor risco de induzir eventos
tromboemboliticos. Além disso, 0 uso do FVlla derivado do plasma (pdFVila) era
efetivo no tratamento de sangramentos musculares e na manutengcdo da hemostasia
em pacientes com inibidores (HEDNER e KISIEL, 1983). No entanto, o uso de
pdFVlla ndo era uma solucdo escalonavel em termos de producdo (HEDNER, 2015).

Com o estabelecimento da tecnologia de DNA recombinante, foi possivel
clonar o gene do fator VIl em um vetor de expressdo e com isSso incorporar esse
gene em uma célula de mamifero para expressar e secretar a proteina de forma

continua no meio de cultura. Em 1986, Hagen e colaboradores produziram diversos
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clones de bacteriéfagos Agt11 codificantes de fator VII, cujo material genético foi
extraido da célula hepatica humana HepG2. Os clones produtores foram testados
por uma reacdo com o anticorpo monoclonal especifico para o FVII e os clones
positivos foram isolados e purificados. O DNA complementar (cCDNA) foi extraido e
analisado apresentando semelhanga com a sequencia presente na proteina
humana. Posteriormente, o vetor contendo o gene para o FVII foi testado nas células
HepG2, SK-Hep-1 e BHK cultivadas em meio suplementado com 1 a 10% de SFB.
As células HepG2, apesar de produzirem de forma enddgena as proteinas
dependentes de vitamina K, possuiam crescimento lento e baixo nivel de producao,
com uma produtividade volumétrica diaria observada de 0,02 a 0,10 pg/mL/dia de
FVlla. A célula SK-Hep-1 produziu 2,5 pg/mL/dia de FVII ativo e a célula BHK, 4,9
pg/mL/dia.. Em patente depositada em 1991, Hagen e colaboradores (2013)
discorrem a producdo acumulada de até 0,975 pug/mL de FVII em 6 dias.

Thim e colaboradores (1988) compararam a producédo de FVII em células de
rim de hamster neonato (BHK) com a producéo obtida pelo fracionamento do plasma
e observaram que o fator VIl recombinante produzido tinha o esqueleto estrutural
idéntico ao plasma humano. Foi observado que ocorreu y-carboxilacdo completa nos
residuos 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 de &cido glutamico, sendo a Unica diferenca
encontrada no residuo 35, na qual a proteina do plasma ¢é totalmente y-carboxilada,
ao passo que na proteina recombinante produzida por BHK, a proteina é
parcialmente y-carboxilada. As glicosilagcdes presentes tanto no FVII recombinante
como no plasma s&o semelhantes e apresentam na sua estrutura manose, fucose,
galactose, &cido sialico e N-acetilglucosamina. No entanto, algumas diferencas
foram notadas, como o maior numero de fucose e menor nimero de acido sialico na
proteina expressa pela célula murina BHK. Essa presenca reduzida na quantidade
de acido sialico pode ser explicada por uma glicosilacdo parcial (66%) no residuo
Asnl45 da proteina recombinante, sendo que o mesmo residuo é totalmente
glicosilado na proteina do plasma humano. Com relagdo a B-hidroxilacdo do acido
aspartico, ndo foi observado sua presenca tanto na proteina do plasma como
recombinante. Esse fator VII recombinante foi purificado por troca anibnica, e 0s
autores observaram uma autoativagdo da enzima durante o processo, 0 que pode
ocorrer pela pequena atividade proteolitica do FVII em sua forma de cadeia Unica
(aproximadamente 4%)(THIM et al., 1988).
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A companhia Novo Nordisk aprovou o projeto para a producdo do FVlla
recombinante em 1985 (HEDNER, 2015). O gene do fator VII foi clonado a partir do
material genético da célula hepatica HepG2 e o vetor contendo o gene foi inserido e
expresso em células murinas BHK em meio contendo soro fetal bovino, conforme
descrito anteriormente (BERKNER et al., 1986; HAGEN et al., 1986). A proteina
recombinante (FVIIr) apresentou sequéncia priméaria de amino4cidos idéntica ao FVII
derivado do plasma (pdFVII).

A partir de marco de 1988, os pacientes hemofilicos com inibidores foram
efetivamente tratado pela FVilar em diversos casos. A partir da década de 90,
estudos pré-clinicos e clinicos foram realizados pela empresa Novo Nordisk para
garantir a seguranca e eficacia da proteina recombinante. A etapa de purificagédo foi
capaz de remover ou inativar virus exdgenos, especificamente MuLV, SV40, Pox
virus, Reovirus, BEV e IBR virus. Desta forma, o FVlla recombinante produzido em
células murinas BHK foi aprovado entre 1996-2000 pelas agéncias europeia, norte-
americanas e japonesas, sendo comercializado com o nome de NovoSeven®/
NiaStase RT®, um p6 liofilizado com dosagem entre 1 a 8 mg/vial (50 a 400 KUI/vial)
(HEDNER, 2015).

Em 2007, um estudo randomizado multicéntrico comparando a eficacia do
NovoSeven® com o FEIBA® em 48 hemofilicos A com inibidores foi realizado
(ASTERMARK et al.,, 2007). No desenho do estudo, os autores consideraram que
uma diferenca de 15% na porcentagem de pacientes responsivos a ambos 0s
tratamentos seria considerado como se o0s produtos fossem equivalentes em
eficacia. Desta forma, os autores encontraram que o tratamento com os dois
produtos apresentaram um efeito semelhante no tratamento de sangramentos das
juntas, apesar da resposta entre 0os pacientes ser distinta. Essa distincdo ocorreu
especialmente nas primeiras 12 horas ap0Os inicio dos sintomas, sendo que a
prevencdo precoce (até 6 horas) é fundamental para prevenir a degradacdo das
juntas. A maior similaridade entre os produtos ocorreu apos 24 e 48 horas do inicio
as infusdes, com interrupcdo do sangramento em ambos 0s tratamentos em mais de
85% (24 h) e 92% (48h) dos casos.

O fator VII recombinante tradicionalmente € produzido em células BHK-21. No
entanto, por ser uma linhagem de origem murina, o perfil de glicosilagcéo da proteina
recombinante produzida nessa plataforma pode ser diferente da proteina produzida

em células humanas, interferindo na terapia. Em 2015, Bohm e colaboradores
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compararam as diferentes modificacdes pos-traducionais do fator VII derivado do
plasma e recombinante, sendo este ultimo produzido em trés células: BHK, CHO
(células de mamifero ndo-humanas) e HEK293 (célula humana). As linhagens BHK,
CHO e HEK293 produtoras de FVII foram preparadas inserindo o vetor contendo o
gene por precipitacdo por fosfato de calcio. As proteinas produzidas pelas células
CHO (CHO-FVIIr), HEK293 (HEK293-FVIIr) e BHK (BHK-FVIIr) apresentaram
atividades especificas de 2.000, 2.300 e 1.800 Ul/mg de proteina, respectivamente.
Esses valores sao similares ao valor referente ao FVII derivado do plasma, em torno
de 2.000 Ul/mg. Apb6s purificar as proteinas por etapas de troca ibnica, as
modificacdes pos-traducionais foram analisadas por espectroscopia de massas. De
forma geral, o autor observou que a estrutura das trés proteinas recombinantes e a
derivada do plasma eram idénticas e a maioria das modificagbes pods-
traducionais eram semelhantes com algumas pequenas diferencas, com excecéo da
N-glicosilagdo. A andlise constatou que para todas as proteinas os 8 primeiros
residuos de Glu foram totalmente y-carboxilados. No entanto, no residuo 10 de Glu,
todos os FVII recombinantes foram menos y-carboxilados do que o FVII do plasma,
com cerca de 50% e 82% de y-carboxilacdo no residuo 10 do &cido glutamico,
respectivamente. Entre os FVII recombinantes, ndo foram observadas diferencas
significativas com relagéo a y-carboxilacdo, sendo o residuo 10 de Glu parcialmente
carboxilado 53, 56 e 53% para as células CHO, HEK293 e BHK, respectivamente. O
perfil de O-glicosilacdo foi semelhante nas proteinas recombinantes e na derivada
do plasma, exceto para a molécula BHK-FVIIr, que apresentou menor quantidade de
xilose. Os residuos de N-glicanos da célula CHO-FVIIr mostraram menor
complexidade com relagdo as outras linhagens. A maior diferenca entre as proteinas
das células de mamifero ndo-humanas BHK-FVIIr e CHO-FVIIr foi a auséncia de
residuo N-acetilgalactosamina na célula CHO. Com relacdo a HEK293-FVllir, o pefrfil
distinto de N-glicosilagdo da molécula ndo pode ser comparavel com o perfil
observado no pdFVII ou no FVIIr produzido nas outras duas células. A proteina
HEK293-FVIIr apresentou alta diversidade do seu perfil de N-glicosilagdo com um
alto percentual relativo a moléculas ligadas ao N-terminal contendo galactose e N-
acetilgalactose (GalNAc), baixo perfil de glicanas acidicas, sendo a maioria formada
por oligossacarideos neutros N-ligados. Essas termina¢gdes, como a GalNAc, podem
se ligar a receptores do tipo asialoglicoproteinas, acarretando em uma rapida

eliminacdo da circulagdo e com isso, reduzindo o tempo de meia-vida do fator VII.
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Deste modo, o autor conclui que a proteina derivada da célula CHO seria a melhor
representante para terapia de reposicdo em hemofilicos, uma vez que ndo possui
terminacdo contendo GalNAc e possui elevado grau de sialilacdo. Apesar das trés
linhagens produzirem proteinas com caracteristicas semelhantes e diferirem quanto
ao grau de N-glicosilagdo, o autor ndo cita diferencas dos fatores VII recombinantes
produzidos com relacdo aos sitios imunogénicos, como o &cido 5-glicolil neuraminico
e epitopos do tipo a-Gal, presente em células murinas mas ndo em humanas, e
como isso poderia afetar o tempo de meia-vida da molécula e a formacdo de
inibidores anti-FVII. Além disso, as proteinas foram produzidas em meio contendo
SFB em roller bottles (frascos giratorios) ou frascos multicamadas, ou seja, sem
adequado controle das condi¢cdes da cultura (pH e oxigénio dissolvido por exemplo),
0 que pode interferir no perfil de glicosilacdo das mesmas.

Em 2017, Freitas e colaboradores avaliaram a producdo do fator VII
recombinante em trés linhagens humanas SK-Hep-1, HKB-11 e HepG2, além da
célula murina BHK-21, utilizada para a produgdo comercial do fator VIl. Todas as
células produtoras foram geradas por transducdo lentiviral. As proteinas
recombinantes produzidas por todas as células tiveram peso molecular semelhante
ao fator VIl comercial NovoSeven® (aproximadamente 50 kDa). Foi detectada pela
analise por ELISA uma elevada producdo na linhagem HepG2-FVIir (1176,57 +
465,65 ng/mL), seguida da célula SK-Hep-1-FVIIr (702,36 + 59,42 ng/mL), HKB-11-
FVIIr (585,44 + 128,08 ng/mL), e BHK-21-FVIIr (222,60 + 112,71 ng/mL). No entanto,
0 maior nivel de producdo ndo se traduziu necessariamente no maior nivel de
atividade da proteina. A atividade biologica observada do FVII recombinante foi de
2,22 Ul/mL (SK-Hep-1-FVIIr),1,02 Ul/mL (HepG2-FVlIr), 0,17 Ul/mL (HKB-11-FVIIr) e
0,16 UI/mL (BHK-11-FVlIr).. Portanto, como foi observado na relagdo das células
SK-Hep-1 e HepG2 por exemplo, a maior producdo e secrecao na célula HepG2 nao
significou maior atividade biolégica da proteina, que foi observada na célula SK-Hep-
1, menos produtora. Diferentemente do encontrado por Bohm e colaboradores
(2015), a producédo acumulada do FVIIr por 4 dias nas linhagens humanas foi da
ordem de 3 a 4 vezes maior que na linhagem murina. A maior producdo ocorreu na
célula HepG2 e foi cerca de 5 vezes superior a producdo em BHK-21. O cultivo que
gerou a proteina com maior atividade biolégica foi obtido na célula SK-Hep-1 (1,88
Ul/mL), sendo essa proteina 17 vezes mais ativa do que a produzida em célula BHK-

21 (0,11 UI/mL). Desta forma, os autores observaram que a producéo do fator VIl
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recombinante em células humanas foi superior ao da célula murina utilizada para a
producdo da proteina comercial, no caso a BHK-21. Devido ao prolongado tempo
de crescimento da célula HepG2, esta foi descartada de posteriores analises.
Visando aplicacbes compativeis a escala industrial, foram realizados cultivos das
células SK-Hep-1-FVIIr e HKB-11-FVIIr em meio contendo 10% de SFB e em
suspensdo utilizando microcarregadores Cytodex 3 em sistema agitado spinner. A
célula SK-Hep-1-FVIIr produziu maior quantidade de proteina acumulada do que a
célula HKB-11-FVIIr, sendo obtidas 202,6 pug e 152 pg apos 7 dias de cultivo,
respectivamente, ou seja, 1,3 vezes mais FVII da coagulacdo. Em termos de
atividade bioldgica, a proteina produzida em SK-Hep-1-FVIIr apresentou 4 Ul/mL, ao
passo que no cultivo da HKB-11-FVIl, foi obtida 0,8 Ul/mL, um valor 5 vezes menor
do que a encontrada na célula SK-Hep-1-FVIIr.

Frente ao anteriormente exposto, no presente trabalho foram selecionadas 4
células humanas (SK-Hep-1, HKB-11, Huh-7 e HEK293SF-3F6) adaptadas para o
cultivo em meios livres de soro e em suspensédo para serem analisadas quanto ao

potencial de expresséao do fator VIl da coagulacéo.

1.6 Métodos para a producdo de proteinas recombinantes

A producado da proteina de interesse a partir de sistemas de expressao, como
as células de mamiferos, depende da insercdo do gene exdgeno na célula
hospedeira, processo que recebe o nome de transfeccdo. A transfeccdo do gene de
interesse pode ocorrer de forma estavel, quando o DNA se integra ao genoma do
hospedeiro, ou de forma transiente, quando o material ndo € incorporado ao nucleo
celular. No primeiro método, a célula transfectada expressa de modo permanente e
estavel o gene, ao passo que no segundo método, a expressao do transgene é
transitoria, pois conforme a célula transfectada se divide o material genético de
interesse ndo é herdado pela célula-filha. Esses dois tipos de expressao serdo

abordados a sequir.

1.6.1 Expressao génica transiente

A principal vantagem da expressao génica transiente reside no fato de ser

possivel analisar os produtos da expressdo de 2 a 5 dias ap0s a transfeccdo, de



33

forma rapida e sem a necessidade de isolar clones altamente produtores,
economizando tempo e recursos. Muitas vezes, esse método € utilizado como prova
de conceito em estudos pré-clinicos para demonstrar a expressdo de determinada
proteina recombinante em um sistema desejado (BALDI et al., 2007; ZHU et al.,
2012; MOLINAS et al., 2014).

Para inserir o transgene de interesse, existem diversas técnicas de
transfeccdo que podem ser empregadas, dependendo do tipo de célula, da proteina,
dos paramétros do cultivo e do nivel de producdo desejado. Neste sentido, é
fundamental escolher a melhor técnica de transfeccdo para se obter uma eficiéncia
Otima e reprodutibilidade dos resultados. Além disso, deve ser levado em conta
outros fatores como o tipo de vetor a ser utlizado, o tipo e a concentracdo de
reagentes de transfeccao, a citotoxicidade do processo, o meio de cultura adequado
e a eficiéncia de transfeccao para o sistema de expressao testado. A escolha correta
do meio de cultura é importante uma vez que alguns produtos comerciais podem
conter agentes inibitérios ao processo de transfec¢do, enquanto outros meios de
cultura séo desenvolvidos especificamente para suportar a transfeccao,
possibilitando a otimizacdo do sistema e o aumento da produtividade. Os métodos
de transfeccdo mais utilizados podem ser divididos em: biolégico, quimico e fisico.
Nesse trabalho, os métodos de transfeccao quimico e biologico serdo abordados.

A transfeccdo por reagente quimico se baseia na neutralizacdo da carga
negativa da molécula de DNA atravées da formacdo de um complexo para a
introducdo na célula, que € protegida por uma membrana de fosfolipideos, também
de carga negativa. Dentre os reagentes mais comumente utilizados na transfecgéo
transiente por reagente quimico, destacam-se o polimero catidénico polietilenimina
(PEI) e o fosfato de calcio (CaPi), uma vez que sédo escalonaveis e possuem melhor
custo. Os lipossomos cationicos, apesar de serem altamente eficazes em diversas
transfeccbes, possuem custo bastante elevado, o que ndo os tornam o melhor
candidato quando se deseja 0 escalonamento (BALDI et al., 2007; HACKER et al.,
2013).

A transfeccéo utilizando a co-precipitacdo com CaPi, apesar de ter um baixo
custo e ser relativamente facil de aprender e realizar, est4 propensa a varia¢cdes na
eficiéncia devido a sua alta sensibilidade ao pH, temperatura e concentracdo de
sais, além de ser citotoxica a algumas células. Em alguns, estudos, a variacdo de pH

de 0,1 resultou em diferencas significativas na transfecgéo transiente (TANG et al.,
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2015). Desta forma, o uso do polimero catibénico PEI se tornou bastante difundido,
devido a sua escalonabilidade, baixo custo e maior estabilidade no momento da
transfeccéao transiente.

A polietilenimina possui um grupo amina e dois carbonos alifaticos que se
repetem de na estrutura formando o polimero catiénico (-CH2CH2N-), podendo ser
esta forma linear ou ramificada. As estruturas ramificadas podem se repetir,
originando estruturas dendriméricas. Dependendo da estrutura, a polietilenimina
pode apresentar uma amina secundaria na polietileninima linear ou primaria,
secundéria e/ou terceéria nas ramificadas.

A eficiéncia da formacao de complexos de PEI com plasmideos de fita dupla
de DNA vai depender da densidade da carga residual do PEI, determinada pela
porcentagem de grupos amino ndo protonaveis, como o grupo N-propionil. A sintese
do PEI pode ocorre com a polimerizacdo de duas oxazolinas substituidas e apés a
reagdo ainda pode conter na sua estrutura unidades de N-propionil (Figura 1.5).
Para remover essas unidades, o polimero € hidrolizado por excesso de &acido
cloridrico e desta forma, a estrutura final do PEI vai depender eficiéncia desta reacao
de hidrdlise (KADLECOVA et al., 2012).

Figura 1.5 — Formas comerciais do polimero catidnico polietilenimina.
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Fonte: Adaptada de Kadlecova et al., (2012).

Os grupos fosfato carregados negativamente presentes na molécula de DNA
interagem com 0S grupos amino positivamente carregados presentes na molécula de
PEI. Desta forma, as moléculas de DNA sao condensadas e compactadas formando
particulados positivamente carregados, que podem se aderir a substratos
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negativamente carregados como as proteoglicanas ou fosfolipideos presentes na
superficie das células, internalizando o complexo por endocitose ou fagocitose
(GODBEY et al., 1999; KOPATZ et al., 2004). Uma vez internalizados, os complexos
sdo transportados pelos endossomos ou lisossomos e sdo protegidos de
degradagcdo por endonucleases por estarem condensadas com o polimero. No
entanto, alguns dos gargalos relativos ao uso de PEI para transfecgcédo transiente
estdo relacionados a translocacdo do material genético do citoplasma até o nucleo
celular, a competéncia de trascricdo do DNA plasmidial no nucleo, o processamento
do RNA mensageiro, a translocacdo ao citoplasma, a sintese proteica, e sua
secrecdo (HAN et al.,, 2009; HACKER et al., 2013; RAJENDRA et al., 2015). Outro
problema se refere a citotoxicidade do reagente, que ocorre tanto pelo rompimento
da membrana celular (processo necrotico), como por apoptose apoés internalizacdo.
Por isso, é interessante avaliar a concentracdo 6tima da polietilenimina no processo.
A eficiéncia de transfeccdo e citotoxicidade esta atrelada aos complexos estruturais
e ao peso molecular do PEI utilizado (HAN et al., 2009).

Deste modo, para se obter uma transfeccdo transiente com alta eficiéncia,
alguns procedimentos devem ser seguidos: produzir e manter um material genético
com alta pureza e qualidade, livres de contaminantes como RNA, proteinas, e
solventes; utilizar células com viabilidade acima de 90% e na fase logaritmica de
crescimento, uma vez que células em divisdo incorporam melhor o DNA devido ao
rompimento da membrana nucleoar durante a mitose; as células devem ser
cultivadas nos meios de cultura apropriados e livres de contaminagdo, como
micoplasma. Uma vez que se deseja escalonar o processo de producédo utilizando
transfeccao transiente, é fundamental duas propriedades para se obter um processo
econbmico: 1) as células serem capazes de crescer em suspensdao a altas
densidades (acima de 5x10° células/mL) e de modo unitario sem agregados (single-
cells); 2) serem altamente transfectaveis (eficiéncia de transfec¢cdo do DNA acima de
50%) com um veiculo de delivery de DNA de baixo custo, como o PEI. Além disso,
recomenda-se evitar a suplementacdo do meio de cultura com soro fetal bovino para
reduzir a complexidade e custos da purificacdo (GRILLBERGER et al., 2009; van der
VALK et al., 2010; HACKER et al., 2013).

A expressao transiente da proteina de interesse ja foi utilizada em diversos
tipos celulares como as células de rim de macaco COS (BLASEY et al., 1996), as
células de hamster chinés CHO (MULLER et al., 2005; HALDANKAR et al., 2006;
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BOHM et al., 2015) e a murina BHK (BOHM et al., 2015), as células humanas HEK-
293 (DUROCHER et al., 2002; PHAM et al., 2006; BALDI et al., 2007; ANSORGE et
al., 2009; SWIECH et al. 2011; JAGER et al., 2013; MOLINAS et al., 2014; AMARAL
et al.,, 2016), SK-Hep-1 (ROSA et al.,, 2012; FREITAS et al., 2017), Huh-7
(ENJOLRAS et al., 2012), HKB-11 (CHO et al., 2002; MEI et al., 2006; FISCHER et
al., 2012), entre outras. Especificamente o polimero catidnico polietilenimina (PEI) foi
utilizado em biorreatores de até 150 L (TUVESSON et al., 2008) e no sistema
WAVE™ com volume de trabalho de 10 L (GEISSE et al., 2005; HALDANKAR et al.,
2006).

O aumento do volume de cultivo consequentemente possibilita o aumento da
producdo da proteina recombinante. Juntamente com a otimizagdo de vetores, dos
meios de cultivo e das estratégias de controle e alimentacdo do processo, grandes
guantidades de proteinas foram atingidas. Backliwal e colaboradores (2008), apos
realizarem um estudo de otimizacdo do promotor do vetor de expressdo, de
reguladores do ciclo celular, e de suplementos como o &cido valpréico , conseguiram
produzir mais de 1g/L de imunoglobulina G em meio livre de soro em um biorreator
de 2 litros.

Em 2011, Swiech e colaboradores conseguiram expressar o FVIII da
coagulacédo através de transfeccdo com PEI. O FVIII € uma proteina complexa de
dificil expressao devido ao grande tamanho (2332 a.a.) e peso (~300kDa) e por suas
complexas modificacdes pos-traducionais. Para tanto, os autores utilizaram a célula
HEK293SF-3F6 em suspensdo cultivadas em meio livre de SFB porém
suplementada com 5% de Cell Boost 5 (HyClone). Foi utilizado uma estrutura do
FVIII com o dominio B-deletado e promotor forte CMV. Foram testadas 3
concentracdes diferentes de DNA e duas de temperatura (34°C e 37°C), sendo que
a melhor condicdo foi estabelecida em 0,4 pug DNA / 10° células & 34°C onde uma
produtividade de 0,58 ng de FVIIIr / 10° células x hora foi alcancada e 49,3 Ul de
FVIII recombinante ativo foram obtidos apds 6 dias de cultivo em erlenmyer com 20
mL de volume de trabalho.

Fischer e colaboradores (2012) expressaram diversas proteinas (receptores
de membrana, 1gG1, citocinas, etc) de forma transiente, nas células CAP-T e HKB-
11 e compararam a eficiéncia do PElI com outros agentes como lipossomas
catibnicos comerciais (Lipofectamine™, FuGene®, SuperFect™, entre outros). Apos

avaliar o meio de transfeccdo, as concentracdes de PEI e DNA usados, uso de
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suplementos como inibidores de histona deacetilase, o0s autores conseguiram
aumentos na produtividade de todas as proteinas testadas.

Jager e colaboradores (2013), otimizaram um conjunto de etapas para
aumentar a producdo de anticorpos no formato scFv-Fc utilizando a transfeccéo
transiente com PEI em células HEK293. Os autores conseguiram um aumento de 20
a 30 vezes partindo de uma producado inicial de 10 a 20 mg/L e obtendo uma
concentracdo final de 400 a 600 mg/L. Esse resultado foi obtido apds os autores
alterarem a célula produtora, uma célula aderente (HEK293T) para uma célula em
suspensédo (HEK293-E) e em meios livres de SFB, otimizar o promotor do vetor
contendo a proteina de interesse e otimizar o anticorpo através de uma biblioteca
utilizando bacteriéfagos.

Vale ressaltar que, além do uso para expressdo de proteinas, a transfecédo
transiente € muito utilizada para a producdo de particulas virais para a producéo de
vacinas, como o caso do virus da influenza (MILLIAN et al., 2017), assim como para
a producgdo de lentivirus, usados na transducdo de células com o gene de interesse
(TANG et al., 2015; FREITAS et al., 2017).

1.6.2 Expressao génica estavel

A expressdo génica estavel se baseia na integracdo do gene exdgeno ao
cromossomo da célula hospedeira. Quando o material genético exdgeno € inserido
no genoma do hospedeiro através de virus, recebe o nome de transducdo viral. A
célula também pode ser transfectada estavelmente por sistemas ndo-virais, quando
ocorre a selecdo das células modificadas com o vetor contendo um marcador de
selecdo por agentes de pressao introduzidos na meio de cultura. Esses marcadores
selecionardo as células que contem o vetor perante as outras que nao 0 possuem.
Exemplos de marcadores de selecdo sao a dihidrofolato redutase (DHFR),
higromicina B fosfotransferase, neomicina, zeocina, geneticina, glutamina sintetase,
entre outros. (KIM e EBERWINE, 2010; ZHU, 2012; JIN et al., 2014).

A insercdo do DNA exdgeno por infeccdo viral € uma alternativa para
linhagens de dificil transfec¢cdo por meio de métodos transientes, como a co-
precipitacdo com CaPi ou polimeros e lipossomos catidnicos. Desta forma, o virus
insere eficientemente o gene na célula hospedeira. No entanto, cuidados com

relacdo ao sitio de insercdo no genoma para ndo silenciar outros genes, além de
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aspectos de biosseguranca com relacdo a geracdo, manuseio e descarte dos virus
devem ser levados em conta.

Dentre os virus possiveis de serem utilizados, os lentivirus possuem algumas
vantagens como habilidade de transduzir células quiescentes como macrofagos, o
que difere de outros virus, que sO transduzem células em divisdo. Além disso,
devido a sua larga capacidade de empacotamento, conseguem integrar o DNA
exogeno no genoma da célula, sem gerar uma resposta inflamatoria ou imunoldgica,
acarretando em uma expressao a longo prazo in vivo e in vitro (TANG et al., 2015;
NALDINI et al., 2016). Dentre os lentivirus, os mais utilizados foram derivados do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2). Para se replicar, o virus HIV
contém diferentes estruturas fundamentais relacionadas ao seu desenvolvimento:
regido terminal de repeticdo de nucleotideos (LTR), gag (proteinas estruturais), pol
(proteinas envolvidas na replicacdo), env (glicoproteina do capsideo viral), psi,
proteinas auxiliares (tat, vif, vpr, vpu, nef), entre outras. Foram desenvolvidas trés
geracoes de vetores derivados da estrutura genémica do HIV-1. O primeiro é o virus
HIV contendo um envelope viral mais promiscuo, o VSV-G. O virus HIV, por possuir
um tropismo restrito a alguns tipos de linfocitos e mieldcitos, reduz seu espectro de
acdo. Desta forma, o gene env responsavel pelo envelope viral foi substituido por
um gene viral com maior tropismo celular, no caso, o envelope glicoproteico do virus
da estomatite vesicular (VSV-G), que tem a capacidade de infectar diversos tipos
celulares e ndo entregar gene viral ao hospedeiro. Por ser mais estavel, o uso desse
envelope permitiu concentrar as particulas lentivirais por ultracentrifugacéo,
aumentando mais de cem vezes o titulo viral (NALDINI et al.,, 1996, 2016). No
entanto, o lentivirus ainda possuia alguns genes responsaveis por sua viruléncia.
Desta forma, os genes responsaveis pela replicacdo viral que ndo eram importantes
para a transducdo foram removidos. Nos sistemas lentivirais de segunda geracdao,
0s genes vpr, vif, vpu e nef foram removidos, o promotor viral foi substituido por um
promotor fraco (5'LTR), e o gene do envelope viral (env) foi inserido em um vetor
separado. Desta forma, uma tripla transfeccéo juntamente com o vetor contendo 0s
outros genes estruturais e o vetor contendo o transgene sdo necessarios para gerar
o lentivirus. Porém, este sistema ainda contem os genes gag, pol, rev e tat em um
anico vetor. Foram removidos dos vetores de terceira geracdo o gene tat do cassete
de expressdo sendo substituido por um promotor enddgeno modificado de LTR,

reduzindo assim as caracteristicas patogénicas do virus. Além disso, sequéncias da
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regido U3 contidas dentro da regidao terminal 3’ LTR foram removidas pelo desenho
de alta inativacdo (SIN), eliminando as chances de alto replicagcdo do lentivirus
produzido de forma recombinante. Desta forma, os trés genes principais foram
mantidos: gag (proteinas estruturais), pol (proteinas envolvidas na replicacdo) e env
(glicoproteina do capsideo viral). O gene rev foi adicionado a um quarto vetor,
aumentando a seguranca do sistema (PICANCO et al.,, 2007; JIN et al.,, 2014;
NALDINI et al., 2016; FREITAS et al., 2017). Desta forma, vetores mais seguros e
eficientes foram construidos como o pl054-CIGWS, o qual gerou diferentes
plasmideos, dentre eles o vetor bicistronico ndo replicante cPPT-C(FVIINIGWS
contendo o transgene do fator VIII da coagulacao ou o p1054(FVII)CIGWS, contendo
o transgene do fator VIl da coagulacdo sanguinea e a proteina verde fluorescente
melhorada (EGFP) (PICANCO et al., 2007; FREITAS et al., 2017).

Vale ressaltar que deve ser sempre avaliado o nimero de copias integradas e
se essa integracdo ndo causou nenhum silenciamento génico e nem genotoxicidade
a célula, assim como se a expressdo do transgene esta correto. Desta forma, €
importante controlar o nimero de cOpias integradas por célula, além de analisar a
distribuicdo de cépias do vetor nas unidades celulares para garantir a eficacia e

seguranca da linhagem gerada.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel inferir que as células humanas adaptadas para
suspensdo e meios livres de soro fetal bovino HKB-11, SK-Hep-1 e Huh-7 podem
ser utilizadas como plataformas de producdo de proteinas recombinantes como o
FVII da coagulacdo sanguinea, apds modificacdo por transducdo lentiviral. Nos
dados encontrados para a proteina estudada, as células HKB-11 e SK-Hep-1 foram
as que apresentaram o0s resultados mais promissores para a producdo do Fator VII
da coagulacdo sanguinea recombinante. A expressdo estavel foi escolhida pois as
células adaptadas SK-Hep-1 e Huh-7 apresentaram baixa eficiéncia de transfeccdo
guando foi utilizado o método quimico para expressao transiente com o polimero
catidnico polietilenimina e o vetor contendo a proteina verde fluorescente GFP.
Outro aspecto importante foi a adaptacéo direta da célula Huh-7 para o cultivo em
suspensdo no meio FreeStyle 293 Expression Medium livre de soro fetal bovino e a
selecdo de meios de cultura para o cultivo das células e produgdo da proteina
recombinante que foram diferentes dos meios nos quais as células se adaptaram.

As células HKB-11, SK-Hep-1 e Huh-7 adaptadas e ndo-adaptadas aos meios
livres de SFB e suspensdo apresentaram proteinas estruturais, de metabolismo e
sintese de proteinas semelhantes em ambas as condi¢cdes, principalmente em
relacdo as proteinas de estresse oxidativo e chaperonas, uma vez que essas
proteinas estdo relacionadas a atividade de células tumorais, o0 que ocorre em
ambas as condi¢cdes. Deste modo, analises adicionais dever@o ser realizadas antes

de focar em uma proteina especifica relacionada ao processo de adaptacéo celular.
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