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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.



ABSTRACT

BIAGGIO, R. T. Evaluation of growth and recombinant protein production of
human cell lines adapted to serum-free suspension cultures. 2018. 178f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Human cell lines have attracted great interest as a plarform for recombinant
therapeutic proteins production, due their ability to perform complex posttranslational
modification in a similar manner to human proteins. These proteins do not carry
Immunogenic epitopes as occurs with proteins produced in mammalian cells. These
therapeutic proteins should be produced in a animal-free process avoiding virus and
prion contamination, as recommended by regulatory agencies for quality control.
Thus, this work aims the production of recombinant blood coagulation factor Vil
(rFVIl) used in the treatment of hemophiliacs with inhibitors in human cell lines
adapted to serum-free suspension cultures. Human cell lines SK-Hep-1, HKB-11 and
Huh-7 were adapted to suspension and serum-free media. These adapted cells were
transiently transfected with pl1054-GFP lentiviral vector and the polyethyleneimine
reagent. However, low transfection efficiency in SK-Hep-1 and Huh-7 cells showed
that these cells are difficult to transfect by this method, and even transfection of HKB-
11 cell was only possible after varying some parameters, resulting in a 49,5% HKB-
11 GFP-positive cells. Stable transfection was assessed and adapted cells were
transduced with lentivirus particles containing pl054-FVII vector in one cycle
(MOI=1). Percentages of GFP-positive cells above 35% were observed in three
modified human cell lines. Transduced cells were sorted by FACS and more than
90% of GFP-positive cells were obtained. The expression of rFVII were evaluated by
ELISA test after vitamin K supplementation, however, it was not possible to detect
FVII levels in the 48 hour culture supernatant. Cells were transduced again with a
second lentivirus cycle (MOI = 2). ELISA quantification of the 48 hour culture
supernatant detected 240,96 ng/mL, 217,42 ng/mL and 78,46 ng/mL total FVII,
respectively, in the cultures of HKB-11-F7-2C, SK-Hep-1-F7-2C and Huh-7-F7-2C
cells. Relative expression of mRNA by RT-PCR was also observed in the three
cultures assessed. In parallel, a proteomic analysis of adapted and non-adapted cells
was performed in triplicate. Proteins related to cellular metabolism, cytoskeletal
structure, apoptosis, cell cycle and cell growth, against oxidative and osmotic stress,
antioxidant action were found.

Keywords: Human cell lines, suspension serum-free adaptation, serum-cree
medium, human coagulation factor VII, hemophilia, suspension culture, recombinant
protein.
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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.

Glu thor: VII Gla Fatqr VI
inativo ativo

OH [e]
R
R
e GGCX cH,
OH o]

Vitamina K hidroquinona Vitamina K 2,3 epdxido
Vitamina K quinona Vitamina K 2,3
redutase epoxido redutase

o}
O‘ R
CHy
o

Vitamina K quinona

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
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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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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste projeto de pesquisa foi avaliar o potencial de
crescimento e de producdo de proteinas recombinantes das células humanas SK-
Hep-1, HKB-11 e Huh-7 cultivadas em suspensédo e em meios de cultura livres de

soro fetal bovino (SFB).

2.2 Objetivos especificos

1) Adaptacdo das linhagens celulares SK-Hep-1, HKB-11 e Huh-7 para crescimento
em suspensdo e meio de cultura livre de SFB.

2) Selecédo de um meio de cultivo livre de SFB promissor para o crescimento celular.
3) Avaliacdo do potencial de producdo de proteina recombinante por transfeccdo
transiente.

4) Avaliacdo do potencial de producdo de proteina recombinante por transducéo
lentiviral.

5) Geracdo de ceélulas recombinantes estaveis para producdo do fator VII
recombinante da coagulacdo sanguinea.

6) Avaliacdo protebmica das células antes e ap0s a adaptacdo para crescimento em
suspensédo em meios livres de SFB.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens celulares humanas

A linhagem Huh-7 (JCRB0403) foi gentiimente cedida pelo Dr. Carlos Augusto
Pereira do Laboratério de Imunologia Viral do Instituto Butantan, Sdo Paulo. A célula
HEK293SF-3F6 (patente US 6,210,922 B1) foi gentiimente doada pelo Prof. Dr.
Amine A. Kamen, do instituto National Research Council Canada, Montreal, Canada.
As linhagens HEK293T, SK-Hep-1 e HKB-11 (CRL-3216™, HTB-52™ e CRL-
12568™, respectivamente) foram obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC). Todas as células foram mantidas congeladas a -194°C em nitrogénio

liquido.

3.2 Meios de cultura e de congelamento

O meio de cultura padréo utilizado para cultivar as células foi o Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(HyClone), 3,7 g/L de bicarbonato de sédio (Merck) e 2,4 g/L de tampao HEPES
(Sigma-Aldrich). Nos cultivos em condices livres de SFB e em suspensao foram
usados os meios FreeStyle™ 293 Expression Medium (Invitrogen), CD 293 AGT™
(Invitrogen), 293 SFM Il (Invitrogen) e CDM4CHO (HyClone), preparados conforme
especificado pelos fabricantes. Para a producdo de proteina recombinante pela
técnica de transfeccdo transiente foi utilizado inicialmente o meio SFM4Transfx-293
(HyClone). O meio FreeStyle foi suplementado com 0,5% de Pluronic® F-68 (100X)
(Invitrogen), os meios CD293 e SFMIl foram suplementados com 4 mM de
Glutamax® (Invitrogen) e o meio CDM4CHO foi suplementado com 2,2 g/L de
bicarbonato de soédio (Merck), 6 mM de Glutamax® e 0,1% de Pluronic F68
(Invitrogen). N&o houve adicdo de antibioticos e o pH dos meios de cultura foi

corrigido para 7,2 - 7,4.

3.3 Criopreservacéo e descongelamento das células

As células cultivadas em SFB foram criopreservadas utilizando a solucdo de
congelamento padrédo contendo 90% SFB (HyClone) e 10% DMSO (Sigma-Aldrich).
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Como este trabalho visou estabelecer um processo isento de soro fetal bovino e
componentes derivados de animais, a utilizacdo do mesmo foi evitada inclusive no
congelamento. Em fungcédo disso, para o congelamento das células adaptadas para
meios livres de SFB, foi utilizada a solucdo comercial livre de SFB e componentes
animais HyCryo™ (HyClone), conforme parametros estabelecidos em trabalho
anterior (BIAGGIO et al., 2015). Para o congelamento, de 3 x 10° a 10 x 10° células
foram centrifugadas a 122 x g, 20°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
o pellet ressupendido em 1 mL de solugdo de congelamento e transferido para um
criotubo (Greiner Bio-One). Os criotubos foram mantidos a 4°C por 10 minutos para
incorporacado do crioprotetor pelas células e posteriormente transferidos para o
sistema de resfriamento Mr. Frosty™ (Nalgene), onde foram mantidos por 24 horas a
-80°C até serem transferidos e mantidos em nitrogénio liquido (-194°C).

O descongelamento foi realizado aquecendo rapidamente o criotubo a 37°C
por 1 a 2 minutos e diluindo o conteddo com 8 a 10 mL de meio de cultura em
garrafa estatica T75. No dia seguinte ao descongelamento, as células foram
centrifugadas a 122 x g por 5 minutos e o0 meio contendo o crioprotetor foi
descartado e as células ressuspendidas em meio de cultura fresco. O crescimento
celular pés-descongelamento foi acompanhado durante os repiques subsequentes

para avaliar a estabilidade da criopreservacao.
3.4 Condic¢bes de cultivo
3.4.1 Cultivo em garrafas estaticas

As células ndo adaptadas ao cultivo em suspensdo e dependentes de
ancoramento foram cultivadas em garrafas de poliestireno com superficie tratada
com éarea de 25 e 75 cm? (T25 e T75)(Greiner Bio-One). O volume de trabalho
utilizado variou entre 5 e 15 mL de meio de cultura. As células foram tripsinizadas
com 1,5 e 3 mL do agente de dissociacdo TrypLE™ Select (1X) (Invitrogen) nas
garrafas T25 e T75, respectivamente, a 37°C por 5 minutos para as células HKB-11,
SK-Hep-1 e HEK293T, e 15 a 20 minutos para a célula Huh-7.

Para o repigue das células em suspensdo, as mesmas foram centrifugadas a
122 x g por 5 minutos a 20°C, e ressuspendidas na concentracdo de 0,1 a 0,2 x 10°

células/mL. As células adaptadas ao crescimento em suspensdo foram inicialmente
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cultivadas em garrafas T25 e T75 ndo tratadas (Corning). Tanto as células aderentes
quanto as células em suspensdo foram mantidas na incubadora Forma® Steri-Cult
CO, (Thermo Scientific) umidificada a 37°C e 5% CO,.

3.4.2 Cultivo agitado em frasco Erlenmeyer

O cultivo das células em suspensdo foi realizado em frascos do tipo
Erlenmeyer de 125 mL (Corning), com volume de trabalho de 20 mL sob agitagéo
orbital de 80 a 140 rpm (Agitador modelo 109, Nova Etica), posteriormente fixado a
120 rpm. As células foram mantidas em atmosfera umidificada a 37°C e 5% CO, na

incubadora Forma® Steri-Cult CO, (Thermo Scientific).

3.5 Adaptacdo da célula Huh-7 para crescimento em suspensao e meios
livres de soro fetal bovino

A primeira abordagem avaliada para a adaptacéo celular foi a adaptacéo
direta, que consiste em transferir diretamente as células em meio contendo soro
para meios livres de SFB. As células cultivadas em garrafas T25 foram tripsinizadas
e ressuspendidas em meio livre de SFB por pelo menos 5 passagens. Foram
avaliadas a viabilidade, a concentracdo celular, o tempo de duplicacdo e a
morfologia das células ao longo da adaptacdo. O indculo inicial foi de 0,2 x 10°
células/mL em 5 mL de meio de cultura livre de SFB. No final da quarta passagem,
as células foram repicadas em garrafas T75 com inéculo que variou de 0,16 a 0,4 x
10° células/mL em 10 mL de meio. Apds expandir as células em garrafas T75 por
algumas passagens, o cultivo foi transferido para frascos Erlenmeyer de 125 mL
com volume de trabalho de 20 mL, agitados a 120 rpm em atmosfera a 5% CO, e
37°C.

3.6 Producdo de vetores para transfeccao transiente e transducao

lentiviral

O potencial de producdo de proteinas recombinantes nas trés células
adaptadas foi primeiramente avaliado através da expressao transiente da proteina
verde fluorescente Green Fluorescent Protein (GFP), o qual o gene estava contido
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no vetor lentiviral p1054-CIGWS (p1054-GFP). O vetor p1054-CIGWS, derivado do
genoma do HIV-1, contem o promotor forte CMV (Cytomegalovirus), o elemento
regulatério WPRE (Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element),
0 gene para proteina repérter EGFP (Enhanced green fluorescent protein) e o sitio
interno de ligagdo ao ribossomo (IRES), o que possibilita a expressdo de outra
proteina além do EGFP a partir de uma mesma molécula de RNA mensageiro. No
trabalho de doutorado da Dra. Marcela Cristina Corréa de Freitas do Hemocentro de
Ribeirdo Preto (FREITAS, 2015), o vetor pl054-CIGWS foi utilizado para a
construcdo do vetor bicistronico p1054-FVII, contendo o fator VII da coagulacéo
sanguinea e a proteina GFP, e esse vetor foi gentiimente cedido para a realizacao
desse estudo.

A expressdo estavel da proteina recombinante foi avaliada apdés a
modificacdo das células por transducao lentiviral. Para a producdo das particulas
lentivirais, além do vetor pl054-FVII contendo o transgene, foram utilizados o
pCMVAR 8.91 e o pMD2.VSV-G, gentiimente cedidos pela Dra. Virginia Picancgo-
Castro do Hemocentro de Ribeirdo Preto. O vetor pCMVAR 8.91 possui os genes
necessarios para a producdo do capsideo viral e a expressdo de enzimas e
proteinas estruturais (gag e pol), enquanto o vetor pMD2.VSV-G esta relacionado
com a producéo do envelope viral e ao tropismo do virus em relacdo a determinada
linhagem celular.

Para a producdo do vetor pl054-FVII, foi utilizada a bactéria Stbi3™
(Invitrogen) e para a producdo dos vetores pCMVAR 8.91 e pMD2.VSV-G, foi
utilizada a bactéria DH10B (Invitrogen). As bactérias competentes foram preparadas
antes da transformacao com os plasmideos, de acordo com o protocolo descrito por
Sambrook e colaboradores (1989). As bactérias nao-competentes, em ambos 0S
casos, foram semeadas em placas de Petri (100 mm) em meio Luria Bertani e agar
(LB-agar) (10 g/L de triptona de soja (BD Biosciences), 5 g/L de extrato de levedura
(Merck), 10 g/L de NaCl (Sigma-Aldrich) e 15 g/L de agar-agar) e incubadas a 37°C
por 16 horas. Dentre as colonias que cresceram, uma colbnia isolada foi selecionada
e inoculada em 5 mL de meio LB liquido, sob agitacdo constante de 230 rpm, 37°C
por 16 horas. Em seguida, 500 pL do cultivo foi inoculado em 50 mL de meio LB sob
as mesmas condi¢bes anteriores. O cultivo foi incubado sob agitacdo até atingir uma
densidade optica de 0,4 a 0,6 em 600 nm. Desta cultura, 30 mL foi resfriado em gelo
e centrifugado a 2000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o
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pellet foi ressuspendido em 15 mL de Tris-HCI-Calcio (Tris-HCI 10 mmol/L, pH 8,0 e
CaCl, 70 mmol/L) e mantido em gelo por 20 minutos. Em seguida, a solucéo foi
centrifugada a 2000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, ao
precipitado foi adicionado 1 mL de Tris-calcio (pH 8,0) e a solucdo foi mantida em
gelo por 45 minutos. As bactérias competentes foram armazenadas a -80°C em
aliguotas de 200 pL, sendo 100 pL de solucdo de bactérias e 100 pL de glicerol 70%
até o momento da transformacao.

As bactérias competentes foram cultivadas em meio LB com 100 pg/mL de
ampicilina (Sigma-Aldrich). Ambas as bactérias foram transformadas com os
respectivos plasmideos por choque térmico, ou seja, foram mantidas a 42°C por 45
segundos e transferidas para o gelo, permanecendo por 2 minutos. A seguir, foi
adicionado 250 pL de meio S.0.C.® (Invitrogen) ao cultivo das bactérias e estas
foram incubadas a 37°C por 1 hora, sob agitacdo constante a 230 rpm. Ap0Os esse
periodo, as bactérias foram repicadas em placas de Petri (100 mm) contendo meio
LB-agar suplementada com 100 pg/mL de ampicilina para selecdo de coldnias
resistentes ao antibidtico e mantidas a 37°C por 16 a 24 horas. As colbnias que
cresceram foram selecionadas para o cultivo em meio LB liquido contendo 100
ug/mL  de ampiciina em sistema agitado a 230 rpm (Biosan/Uniscience-
Environmental shaker incubator ES-20), a 37°C, por 16 horas. A extracdo dos
plasmideos foi realizada utilizando o Qiagen Plasmid Midi, Mega ou Giga Kit
(Qiagen), conforme instrucbes do fabricante. O material extraido pelo kit foi
guantificado pelo espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare Life Sciences) e

armazenado a -20°C.

3.7 Transfeccéo transiente utilizando o] polimero  catiénico

polietilenimina (PEI)

Inicialmente, a transfeccdo transiente por método quimico foi realizada
utilizando o polimero catiénico polietilenimina (PEI, 25 kDa linear, Alfa Aesar), na
concentracdo de 1 g/L, pH 7,0. A polietilenimina (PEI) forma um complexo (poliplexo)
com o DNA auxiliando a incorporacdo do material genético pela célula (HACKER et
al., 2013). Foram avaliadas duas variaveis, a concentracdo do vetor lentiviral p1054-
GFP (DNA) e a proporcao entre o material genético e o polimero catiénico PEI linear

na formagdo do poliplexo e sua influéncia na eficiéncia da transfeccdo transiente.
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Para tanto, foram cultivadas células na concentracéo de 1 x 10° células/mL em placa
de 12 pocos (Greiner Bio-One) com volume de trabalho de 1 mL e rotacao entre 80 e
120 rpm, conforme protocolo adaptado de Han e colaboradores (2007) e Raymond e
colaboradores (2011). Para avaliar a influéncia da concentracéo de PEI, foi fixada a
concentracéo de 1 pg DNA/10° células viaveis e variou-se as concentracbes de PEI
em 2, 3, 4, 6 e 8 ug PEI/10° células viaveis. Para a andlise da influéncia da
concentracdo de DNA, foi fixada a proporcdo de 3 vezes a quantidade de PEI por
guantidade de DNA e foram avaliadas 4 concentracdes de DNA: 1,5 ; 3; 4,5 e 6 ug
DNA/10° células viaveis. O meio de transfeccdo, assim como de cultivo das células
foi o SFM4Transfx-293 (HyClone). Para a formacéo dos poliplexos, primeiramente a
guantidade de DNA foi adicionada ao meio de cultura, sob leve agitagdo, seguida da
guantidade de PEI, sendo a solug&o incubada a 37°C por 15 minutos para formacgao
dos poliplexos. Nesta etapa, considerou-se que a solucdo contendo o DNA e o PEI
ndo podia ultrapassar 10% do volume total de cultivo. Apés o tempo de incubacéo, o
meio contendo os poliplexos foi adicionado as células, as quais foram cultivadas por
48 horas e posteriormente analisadas por citometria de fluxo (BD FACS Calibur)
para determinar a porcentagem de células GFP-positivas (eficiéncia de transducao).
Posteriormente, foi utilizado como reagente de transfeccdo a polietilenimina
linear de 25 kDa PElpro® (Polyplus), um reagente comercial pronto para uso, nas
concentracdes de 2, 3 e 4 pg PEI/10° células e uma concentracdo fixa de 1 pg
DNA/10° células viaveis. As condigcbes anteriores de incubacdo foram mantidas. Foi
também avaliada a eficiéncia de transfeccdo em dois meios livres de SFB diferentes:
SFMA4Transfx-293 e FreeStyle 293 Expression Medium. Diferentes tempos de
incubacéo para formacéo dos poliplexos foram avaliados, dentre eles 3, 5, 10, 15 e
30 minutos de incubagdo a 37°C. Por fim, trés lipossomos catidnicos comerciais
FUGENE® HD (Promega), SuperFect® (QIAGEN) e TurboFect™ (Thermo Scientific)
foram avaliados quanto a eficiéncia de transfeccdo, sendo fixada a concentracdo de
1 pg DNA/10° células viaveis e 2, 3 e 4 pg lipossomo/10° células. Os tempos de

incubacdo foram mantidos por 15 minutos a 37°C.
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3.8 Producao de lentivirus, titulacéo viral e transducéo lentiviral

3.8.1 Producéo de lentivirus

A produgdo das particulas lentivirais foi realizada em células aderentes
HEK293T por co-transfeccédo dos vetores p1054-FVII, pCMVARS8.91 e pMD2.VSV-G.
Um dia antes da transfeccéio, as células HEK293T foram inoculadas a 10 x 10°
células em um frasco T175 cm? com 25 mL de DMEM (Invitrogen) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Hyclone). No dia da transfeccédo, a confluéncia das
células variou de 60 a 80%. Para o preparo do poliplexo contendo DNA e PEI, os
dois vetores responsaveis pela formacdo da particula viral (pCMVARS8.91 e
pMD2.VSV-G) e o vetor contendo o transgene de interesse (pl054-FVII) foram
misturados em um tubo de polipropileno contendo 6 mL de DMEM néo
suplementado com SFB, totalizando 60 pg de DNA total. A proporcdo entre o0s
plasmideos utilizada foi de 3:2:1 para 0s vetores
transgene:pCMVARS8.91:pMD2.VSV-G. Essa solugdo foi vortexada brevemente. O
PEI linear (PElpro®, Polyplus) foi adicionado gota-a-gota ao tubo sob agitacdo. A
proporcao usada foi de 1 pg/mL de DNA para 3 pg/mL de PEI. A solugéo foi
incubada a temperatura ambiente por 15 minutos para a formacdo do poliplexo.
Durante o periodo de incubac&o, o meio condicionado do frasco T175 foi descartado
e 19 mL de DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino foi adicionado a
célula HEK293T. Ap6s 15 minutos, a solugdo contendo os poliplexos foi adicionada
as células. O frasco foi incubado a 37°C por 16 horas. Apés este periodo, o meio
condicionado foi trocado por DMEM 10% SFB fresco e a célula incubada por mais
48 horas a 37°C. ApOs a incubacdo, o sobrenadante contendo o lentivirus foi
coletado, centrifugado a 450 x g por 10 minutos a 4°C e filtrado por uma membrana
PVDF de 0,45 um (EMD Millipore) para remover os residuos celulares do
sobrenadante. Foram feitas aliquotas de 1 mL de lentivirus em tubos estéreis do tipo
Eppendorf®, os quais foram armazenados a -80°C até serem descongelados para

uso.
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3.8.2 Determinacéo do titulo viral

A titulacdo viral foi realizada com a transducdo de células HEK293T em
placas de 12 pogos usando o sobrenadante produzido conforme descrito no item
3.8.1. Um dia antes da titulacdo viral, células HEK293T foram tripsinizadas e
repicadas a uma concentracdo de 0,1 x 10° células/poco com 1 mL por poco em
placa de 12 pocos tratada. No dia da transducédo viral, as células de dois pocos
foram tripsinizadas com 300 pL de TrypLE™ Select (1X) por 3 a 5 minutos a 37°C.
Apoés a incubacdo, 750 L de DMEM 10% SFB foram adicionados para inibir a agédo
da tripsina e as células em suspensdo foram analisadas quanto a viabilidade e
concentracdo celular através do corante vital azul de tripan (Trypan Blue Solution,
0.4%, HyClone). Foram realizadas diferentes diluicbes do sobrenadante contendo
virus em meio DMEM 10% SFB em um tubo de 15 mL. Apds preparada as dilui¢cdes,
0 meio condicionado de cada poco foi removido e 1 mL das diluicdes contendo o
lentivirus produzido foi adicionado as células HEK293T. A placa foi incubada a 37°C
por 16 horas. O meio de cultura foi trocado e as células foram incubadas novamente
a 37°C por 48 horas. As células incubadas foram tripsinizadas conforme descrito
anteriormente e centrifugadas a 122 x g por 5 minutos, sendo ressuspendidas em
300 pL de solucdo tampéao fosfato-salino (PBS). As células foram analisadas no
citometro de fluxo e a porcentagem de células GFP-positivas obtidas pela
transducdo do vetor contendo GFP foi quantificada. Para determinar o titulo viral, a
seguinte equacao foi utilizada:

T.V. = %GFP XNxV xD

onde, ‘%GFP’ é a porcentagem de células GFP-positivas, ‘N’ € o numero de células
no dia da transducdo por poco, V' € o volume por pogo (mL), ‘D’ é o fator de diluicdo
do sobrenadante lentiviral e “T.V.” , ou titulo viral, representa o numero de particulas

virais/mL.

3.8.3 Transducéo viral e selecao das células transduzidas por citometria de fluxo

O processo de transducdo foi realizado baseado no trabalho de Follenzi e

Naldini (2002) e Sven e colaboradores (2009, 2010). Neste protocolo, células em
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suspensdo nas concentragdes de 0,3 a 0,6 x 10° células/mL foram centrifugadas a
122 x g por 5 minutos a 20°C e ressuspendidas com 1 mL de meio contendo a
concentragdo viral para a multiplicidade de infeccdo (MDI) desejada. Foram
utilizados uma MDI de 1 e 2 particulas infecciosas/célula. Em alguns casos, foi
adicionado 8 pg/mL de polibreno por poco. As células foram incubadas de 4 a 16
horas a 37°C sob agitacdo de 120 rpm. Apds este tempo, as células foram
novamente centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL do meio livre de SFB
especifico para cada linhagem. Apds 48 horas, as células foram analisadas quanto a
intensidade de fluorescéncia pela presenca da proteina GFP por citometria de fluxo.
Um ou mais ciclos de transducéo foram realizados, dependendo da linhagem celular.

As células GFP-positivas que apresentaram maior expressdao da proteina
fluorescente foram selecionadas por citometria de fluxo, uma técnica denominada
sorting. Nesta técnica, o produto final € uma populagcdo mais homogénea contendo
células que expressam GFP, sendo que células ndo fluorescentes sdo excluidas da

populagao.

3.9 Producdo de fator VII da coagulacdo recombinante pelas células
transduzidas

As células GFP-positivas selecionadas por sorting e que passaram por um ou
mais ciclos de transdugédo foram cultivadas em meio de cultura contendo 0,1 a 1
ug/mL de vitamina K, dependendo da linhagem celular. Para a analise inicial do
potencial de producédo de FVIIr pelas células foi realizada uma cinética de 4 dias (96
horas), para quantificacdo da proteina produzida por ELISA e avaliacdo da
expressdo de RNA relativo ao FVII. Na cinética de 4 dias, as células foram repicadas
em 1 x 10° células/mL em 15 mL de volume de trabalho em frascos do tipo
Erlenmeyer agitados a 120 rpm. Diariamente, uma amostra de 1,5 mL do cultivo foi
retirada para andlise de concentragcdo e viabilidade celular e o restante foi
centrifugado para a obtencdo do sobrenadante, que foi armazenado a -20°C até o

uso.
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3.9.1 Andlise da producao de fator VII da coagulacao recombinante por ELISA

Amostras dos sobrenadantes do cultivo foram previamente centrifugadas a
3000 x g por 10 minutos a 4°C para remover residuos celulares e posteriormente
armazenadas a -20°C. A quantificacdo da producédo do rFVII foi realizada utilizando o
Factor VII Human ELISA kit (Abcam) de acordo com as instrugcdes do fabricante.
Para tanto, os reagentes do kit foram preparados e diluidos em agua ultrapura de
acordo com o numero de amostras a serem analisadas. A curva padrao foi
preparada com o fator VII liofilizado (Factor VII Standard), diluido nas
concentragdes: 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 0 pg/pL. As amostrar foram analisadas
em duplicata e o produto final de coloragdo amarelada obtido pela reacdo com o
substrato cromogénico foi analisada por espectrofotdbmetro (SpectraMax) no
comprimento de onda de 450 nm. A sensibiidade minima do kit é de

aproximadamente 6 ng de FVII/mL.

3.9.2 Extracdo do DNA das células modificadas por transducéo lentiviral contendo o
plasmideo p1054-FVIl e avaliacdo do numero de cépias virais integradas no
genoma da célula hospedeira pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As células transduzidas foram lisadas (2x10° células) e seu DNA gendmico foi
extraido e purificado utilizando o DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN), de acordo
com as instru¢des do fabricante. Esse material genético foi armazenado a -20°C até
0 uso. Os primers sense (5-GTCGACATGGTCTCCCAGGCCCTC-3’) e antisense
(5"-ATATCCTAGGGAAATGGGGCTCGC-3") foram previamente sintetizados a partir
da sequéncia de nucleotideos referencia NM_000131.3, denominado ‘Homo sapiens
coagulation factor VII', presente no GenBank (NCBI — National Center for
Biotechnology Information) (FREITAS et al., 2017). O gene da B-actina foi utilizado
como controle interno da reacdo, uma vez que esta presente em todas as células
eucarioticas, e o plasmideo pl054-Sox, previamente padronizado contendo a
sequéncia LTR e a mesma construgcdo do vetor pl054-CIGWS, foi utilizado como
controle positivo. Para a reacdo da polimerase contendo a sequéncia LTR, foi
preparada a mistura contendo 10 pyL de Master Mix TagMan (Applied Biosystems),
2,5 uL de agua livre de nuclease, 1 pL de primer sense, 1 L de primer antisense e

0,5 yL da sonda LTR para cada 5 pL de amostra por poco. Para o preparado da
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reacao da polimerase contendo a sequéncia da B-actina, foram utilizados 10 pL de
Master Mix TagMan (Applied Biosystems), 4 uL de agua livre de nuclease e 1 uL de
sonda B-actina para cada 5 pL de amostra por poc¢o. A placa contendo a mistura dos
reagentes e amostras foi centrifugada por 1000 rpm por 1 minuto. A reacdo de
amplificacdo no equipamento 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems) foi
programada como segue: 1) corrida inicial a 50 °C por dois minutos; 2) desnaturacao
inicial do material genético a 95 °C durante dez minutos; 2) 40 ciclos de amplificacédo

a 95 °C por 40 segundos; 3) 60 °C durante 1 minuto.

3.9.3 Extracdo do RNA mensageiro e avaliacdo da expressdo do FVII recombinante
nas ceélulas transduzidas com lentivirus contendo o plasmideo pl1054-FVI
pela reacdo de transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR)

O RNA presente nas células transduzidas foi extraido e purificado através do
RNeasy Mini kit (QIAGEN), sendo lisadas 5x10° células vidveis, conforme as
instrucdes do fabricante. Esse RNA mensageiro foi armazenado a -80°C até o
momento do uso.

Para a reacdo de transcricdo reversa e producdo de DNA complementar,
foram utilizados 2 pg de RNA total. A mistura da reacéo foi preparada com 5 pL de
Buffer (10X), 4 pL de dNTP (20X), 5 pL de primer randémico, 0,15 pL de inibidor de
RNase, 2,5 pL de MultiScribe, e agua livre de nuclease para completar 50 pL por
amostra por poco. O termociclador MyCycler (Bio-Rad) foi programado para operar
por: 1) 10 minutos a 25°C; 2) 60 minutos a 37°C; 3) 60 minutos a 37°C e 4) 10
minutos a 4°C. O DNA complementar produzido foi armazenado a -20°C até o uso.
O gene de controle interno utilizado foi a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
humana (GAPDH).

3.10 Estudo protedmico das células antes e ap0s a adaptagcdo para

crescimento em suspensao em meios livres de SFB

Paralelamente a avaliacdo do potencial de crescimento celular e de producao
de proteina recombinante, foi realizada uma andlise protebmica das células

adaptadas aos meios livres de SFB e das culturas contendo SFB antes da



52

adaptacdo. Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboracdo com o Prof. Dr.
Hamilton Cabral, do Laboratério de Tecnologia Enzimética da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, USP.

3.10.1 Extracdo das proteinas das células

As células adaptadas e ndo adaptadas aos meios livres de SFB foram
cultivadas até a fase exponencial tardia (4° dia). Cerca de 1 x 10 células viaveis
foram lavadas de 3 a 4 vezes com PBS gelado (4°C) e centrifugadas entre cada
lavagem a 290 x g por 5 minutos (5810R, Eppendorf). O sobrenadante foi
descartado e as células foram lisadas com tampdo contendo uréia (8M), 3-[(3-
colamidopropil)dimetilaménio]-1-propanosulfonato (CHAPS, 4%), ditiotreitol (DTT, 50
mM), solucdo de inibidores de proteases (cOmplete Ultra, Roche) e agua ultra-pura.
As proteinas totais presentes nas amostras foram quantificadas pelo teste
colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.10.2 Eletroforese bidimensional

3.10.2.1 Focalizacao isoelétrica

As proteinas foram separadas inicialmente por focalizacdo isoelétrica de
acordo com seu ponto isoelétrico. Para tanto, 180 pg da amostra foi suplementada
com 0,002% de azul de bromofenol e 0,5% de IPG buffer e reidratada por 16 horas a
20°C em tiras (GE Healthcare Life Sciences) de 13 centimetros com gradiente linear
de pH imobilizado de 3 a 10, seguindo as instrucdes do fabricante. As amostras
foram focalizadas em placa de ceramica utilizando o sistema Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare Life Sciences) contendo oléo mineral e os parametros da focalizacao
foram controlados utilizando o Ettan IPGphor 3 Control Software, seguindo as
instrugcdes do fabricante. Ao fim da corrida, as tiras foram mantidas em tubos de
vidro a -80°C.

3.10.2.2 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS/PAGE)
Na eletroforese de segunda dimensdo, as proteinas foram separadas de
acordo com seu peso molecular. Desta forma, as tiras previamente focalizadas

foram equilibradas em tampéo de equilibrio SDS com DTT (10 mg/mL) por 15
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minutos sob agitacdo a 20°C seguido de iodoacetamida (25 mg/mL), por 15 minutos
sob agitacdo a 20°C e apos este tempo, a solucdo foi descartada. O tampdo SDS
continha 2% SDS, 6 M uréia, 75 mM Tris-HCI em pH 8,8 , 29,3% glicerol e 0,002%
azul de bromofenol. As tiras equilibradas foram posicionadas horizontalmente no
topo de um gel de poliacrilamida 12,5% de tamanho adequado. O marcador de
massa molecular Amersham ECL Full-Range Rainbow (GE Healthcare Life
Sciences) foi aplicado em um pedaco de papel filtro e também posicionado no gel ao
lado da tira. As placas contendo o gel, a tira e o marcador foram seladas com
solucdo de agarose (25 mM Tris base; 192 mM glicina; 0,1% SDS; 0,5% agarose;
0,002% azul de bromofenol) e as cubas de eletroforese SE 600 Ruby (GE
Healthcare Life Sciences) foram preenchidas com tampé&o Tris-glicina (25 mM Tris
base; 192 mM glicina; 0,1% SDS) e mantidas a 10°C pelo sistema MultiTemp™ IV
Thermostatic Circulator (GE Healthcare Life Sciences). As condicbes de corrida
foram programadas da seguinte forma: 15 mA / gel durante os 15 minutos iniciais e,
em seguida, 45 mA / gel até o final da corrida. Ao término da corrida, os géis foram
armazenados em solugdo fixadora contendo 10% acido acético e 40% etanol por 16
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, a solucdo fixadora foi removida e
aos géis foi adicionada a solucdo corante Colloidal Coomassie Blue G-250 (0,08%
Coomassie Blue G-250, 20% metanol, 8% sulfato de amoénio, 0,8% acido fosforico)
por 16 horas. A solucdo corante foi descartada e os geéis foram lavados com agua

ultrapura e mantidos em solucao de acido acético 5% (Synth) até as analises.

3.10.3 Analise das imagens dos géis bidimensionais

O densitbmetro DS-6000 (Loccus Biotecnologia) foi utilizado para digitalizar
as imagens dos geéis bidimensionais com resolucdo 300 dpi. Para analisar as
imagens, foi utilizado o programa Image Master 2D Platinum v7.0 (GE Healthcare
Life Sciences) para a deteccdo dos spots (manchas azuis relativas as proteinas no
gel) e realizacdo de andlises como a determinagdo do ponto isoelétrico, da massa
molecular e comparacao dos niveis de expressao protéicos nas diferentes condicdes
de cultivo. Alguns spots foram selecionados de acordo com critérios de interesse:
spots exclusivos de uma determinada condicdo e spots diferencialmente expressos,
com um nivel de abundancia maior que 2 (fold = 2) e com um nivel de significancia

menor que 0,05 (a < 0,05) pelo teste ANOVA. Os spots selecionados de cada
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condicdo foram recortados do gel e coletados com agulhas hipodérmicas estéreis,
armazenados em tubos de 1,5 mL e armazenados a -80°C até serem tratados para a

analise por espectrometria de massas.

3.10.4 Digestéo triptica e espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF)

Os spots coletados foram descorados em 100 uyL de solugdo contendo 50%
acetonitrila (ACN) e 0,1 M de bicarbonato de aménio (NHsHCO3), sendo
posteriormente desidratados com acetonitrila 100%, por 10 minutos. A solucao
descorante foi removida e 0 excesso de solvente residual foi eliminado por
centrifugacdo a vacuo. Os spots desidratados contendo as proteinas de interesse
sofreram protedlise pela ag¢édo da tripsina de pancreas de porco dimetilada (100 a
200 ng), grau protedmica (Sigma) e 100 uL de solugédo 100 mM de NH4HCO; por 22
horas a temperatura ambiente. A digestao triptica foi interrompida com 5 pL de acido
férmico e s6 apds 4 horas do fim da reacdo a solugdo contendo os peptideos passou
por um processo de concentracdo e dessalinizacdo por cromatografica de fase
reversa, em coluna contendo a resina POROS® R2 (Applied Biosystems®) em
metanol absoluto. A cromatografia ocorreu em ponteiras de 200 uL contendo
fragmentos de fibra de vidro (Filtro AP40, Merck Millipore) na qual posteriormente foi
empacotada a resina. A solucdo peptidica foi adicionada a coluna e esta foi lavada
com 200 pL de acido férmico 0,2%. Os peptideos foram eluidos com solugao
composta de 60% metanol e 5% acido formico e misturados com uma solugéo de
matriz (5 mg/mL acido a-ciano-4-hidroxicinaminico em 50 % ACN / 0,1 % acido
trifluoracético (v/v)) e aplicados em placas. Os espectros de MALDI MS/MS foram
adquiridos por MALDI-TOF/TOF-MS (Axima Performance, Kratos-Shimadzu)
utilizando como calibrante externo uma mistura de peptideos (Sigma). Essa etapa foi
realizada em colaboracdo com os professores Loic Quinton e Edwin De Pauw do

Laboratdrio de Espectrometria de Massas, Universidade de Liege, Bélgica.
3.10.5 Determinacéo das sequéncias e analise funcional das proteinas identificadas
Os dados de cada proteina identificada no MS/MS foram analisados utilizando

o software online MASCOT para identificacdo das mesmas nos bancos de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e SwissProt. Os parametros
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fixados para as buscas foram: restricdo taxondmica: humano; clivagem por tripsina e
com permissdo para até uma clivagem perdida; modificacdo fixa da cisteina —
carbamidometil;, modificagdo variavel da metionina — oxidagdo; tolerancia do
peptideo: 1,2 Da; tolerancia do fragmento i6nico MS/MS: 0,8 Da e massas médias.
As interacdes entre as proteinas foram analisadas pelo banco de dados disponivel
no site String, versao 10.5 (https://string-db.org/).

3.11 Métodos analiticos

A concentracdo e a viabilidade celular foram determinadas pela contagem em
camara de Neubauer utilizando o método de exclusdo do corante azul de tripan em
hemacitometro (Freshney, 2005). Ja a analise de morfologia foi realizada através do
microscopio de contraste de fase Axiovert Observer Al (Zeiss) e a fluorescéncia
emitida pela expressdo da proteina repérter EGFP presente nos vetores pl054-
CIGWS e pl054-FVII de GFP foi acompanhada através de citometria de fluxo (BD
FACS Calibur) considerando 10.000 eventos utilizando o filtro FITC. Neste caso,
também foi acompanhada a viabilidade celular apés adicdo de 50 pL de iodeto de

propideo as células.

3.12 Anéalise dos resultados de crescimento celular

O processo de adaptacao das células aos meios livres de SFB e a cinética de
crescimento celular foram analisadas pela viabilidade celular e pelo tempo de
duplicacéo celular (tp), definido como o tempo necessario para duplicar o nimero de

células presentes na cultura. O tp foi calculado utilizando a seguinte equacao:

to =txlog 2/ [log(X/ X,)]

onde t € o tempo de cultivo, X é a concentracdo final de células e X, é a
concentracdo inicial de células. O tempo de duplicacdo foi analisado na fase

exponencial de crescimento celular.
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A cinética de crescimento celular também foi caracterizada pela velocidade
especifica de crescimento celular (1) e pela concentracdo celular (X). Para a

determinacao do p, foi utilizada a seguinte equacéao:

onde: p é a velocidade especifica de crescimento (h); X, a concentracdo celular
(células/mL) e t, o tempo de cultivo (h).
Caso a célula esteja na fase exponencial de crescimento, podemos

considerar que a variacdo especifica € maxima e constante, ou seja:

Integrando a equacédo acima de uma concentragdo inicial de células X, a uma

concentracdo X num intervalo de tempo t, temos que:

ll’lX = 11‘1 XO + ”m(f'x- 1

Nesta expressdo matematica, que representa uma reta, o valor de pmnax € 0
coeficiente angular do gréfico do logaritimo natural da concentracéo celula (In X) em
funcdo do tempo de cultivo. Esta analise foi feita utilizando o programa Origin®
(OriginLab Corporation).

O tempo de duplicacdo e o valor de pmax podem ser correlacionados,
considerando que tenha ocorrido a duplicacdo da populacdo inicial de células, ou

seja, X = 2X,, 0 que gera a seguinte equacgao:

onde: tp é o tempo de duplicacéo (horas) e umax € a velocidade especifica de

crescimento celular méaxima (h™).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Trés linhagens humanas promissoras foram escolhidas para avaliagdo do
potencial de producdo do FVII da coagulacdo sanguinea humana: as células HKB-
11, SK-Hep-1 e Huh-7. As células HKB-11 e SK-Hep-1 foram previamente
adaptadas para crescimento em suspensdo e aos meios livres de soro fetal bovino
FreeStyle e SFMII, respectivamente (BIAGGIO et al., 2015). Posteriormente, a célula
humana HEK293, usualmente descrita como plataforma de expressao de proteinas
recombinantes, foi utilizada como modelo para comparagdo com as outras células
avaliadas. Desta forma, o trabalho foi iniciado com a adaptacéo da célula Huh-7 em

meios livres de soro.

4.1 Caracterizacdo do crescimento da célula Huh-7 em meio

suplementado com soro fetal bovino

O criotubo contendo a célula Huh-7 foi recebida dia 04/12/2014 e logo apés o
recebimento este foi descongelada a 37°C e cultivada em meio DMEM
suplementado com 10% SFB (meio padrdo) em garrafas T75 cm® para
estabelecimento de um banco mestre e de trabalho de células. Antes da adaptacéo
para condicbes de cultivo livres de soro fetal bovino e em suspenséao, foi avaliada a
cinética de crescimento da célula cultivada em meio padrdao (DMEM 10% SFB) e em
garrafa tratada estatica T25 cm? (Figura 4.1) durante 9 dias (216 horas) de cultivo.
Partindo de uma concentracédo de indculo de 1,8 x 10° células/mL foi obtida uma
concentracdo celular maxima (Xmax) de 1,2 x 10° células/mL no 5° dia de cultivo
(115,5 horas), ou seja, houve um fator de expansdo de aproximadamente 7 vezes
(Tabela 4.1). A velocidade especifica maxima de crescimento (Hma) foi de 0,03 h?,
sendo o tempo de duplicacdo de 23 horas e a viabilidade superior a 80% na maior

parte do tempo apesar de variar durante o cultivo.
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Figura 4.1 — Curva de crescimento celular e viabilidade da célula Huh-7 cultivada
em meio DMEM suplementado com 10% SFB em garrafas estaticas (n=1).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 4.1 - Concentragao celular maxima (Xmax) € velocidade especifica maxima de

crescimento (Mmax) Obtidas do cultivo da célula Huh-7 em meio DMEM 10% SFB
(n=1).

' Huh-7
Meio

Xmax (Células/mL) Dia pmax (h) tp(h) Expanséo

DMEM 10% SFB 1,2 x 10° 5 0,03 23,0 6,7 X

Fonte: Dados da pesquisa.

A morfologia da célula Huh-7 durante o cultivo em meio DMEM suplementado
com soro fetal bovino foi visualizada por microscopia Optica de contraste de fase
(Figura 4.2). A célula cresce fortemente aderida ao substrato, efeito notado também
por seu elevado tempo de tripsinizacdo, de 15 a 20 minutos a 37°C. Em outras
linhagens, como a SK-Hep-1 e HKB-11 ndo adaptadas e aderentes, o tempo médio
de tripsinizacdo varia de 5 a 7 minutos a 37°C, sendo possivel obter células em
suspensdo apos este periodo. Foi observada um rapido crescimento e confluéncia
no cultivo, uma vez que em 48 horas apds plagueamento ja se observava

confluéncia acima de 80% e em 72 horas, total confluéncia.
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Figura 4.2- Morfologia da célula Huh-7 observada em microscopio O6ptico de
contraste de fase durante o cultivo em meio DMEM suplementado com 10% de SFB
em garrafas estaticas. Fotografia em 24, 72 e 120 horas de cultivo.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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4.2 Adaptacdo da linhagem celular Huh-7 para crescimento em
suspensao em meios livres de SFB

Dentre os possiveis métodos de adaptacdo a condicbes livres de SFB,
inicialmente foi avaliado o método direto, conforme descrito na secdo Material e
Métodos, item 3.5. A adaptacdo da célula humana Huh-7 foi realizada em quatro
meios de cultura comerciais previamente utilizados na adaptacdo das células SK-
Hep-1 e HKB-11 (BIAGGIO et al., 2015): FreeStyle™ 293 Expression Medium
(FreeStyle, Invitrogen), CD 293 AGT™ (CD293, Invitrogen), 293 SFM Il (SFMII,
Invitrogen) e CDM4CHO (CDM4, HyClone). Como controle comparativo durante o
processo de adaptacédo, foi adotada a média dos tempos de duplicagéo e viabilidade
da célula Huh-7 cultivada em meio DMEM 10% SFB durante 8 passagens. As
médias resultaram em um tp de 40,1 (DP 9,9) horas e 91,1 (DP 4,7) % de
viabilidade. Nos quatro cultivos testados, foi observado crescimento celular e
viabilidade acima de 80%, durante as primeiras 4 passagens da célula Huh-7 em
garrafas estaticas. No cultivo em meio FreeStyle, foi possivel observar que o tempo
de duplicacdo da célula foi menor do que o tp no cultivo controle durante algumas
passagens. No entanto, posteriormente a quarta passagem, a célula apresentou

comportamentos diferentes para cada meio, 0os quais serdao abordados a seguir.

e Meio FreeStyle

A célula Huh-7 sobreviveu e cresceu em meio FreeStyle (Figura 4.3), uma vez
gue nas 7 passagens neste meio s6 houve uma passagem (P) na qual o tempo de
duplicacdo (tp) foi maior que 100 horas (P2), sendo que nas demais passagens 0s
valores de tp foram similares ao valor encontrado no controle contendo SFB (40,1 h).
O valor médio das passagens, excluindo a passagem 2, foi de 45,5 horas. Além
disso, passagens como Pl e P4 apresentaram tp, menores que 0 tp médio do
controle, respectivamente 35,5, 30,6 e 40,1 horas. A viabilidade se manteve acima
de 90% durante as 7 passagens. Na sétima passagem, a célula foi inoculada em
frasco erlenmeyer (125 mL), sob rotacdo de 80 rpm, para verificar sua

susceptibilidade ao crescimento em suspensao.



61

Figura 4.3 - Tempo de duplicacdo e viabilidade da célula Huh-7 nas passagens em
meio FreeStyle livre de soro fetal bovino.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Foi interessante notar esta rapida adaptacdo celular, uma vez que o soro é
um suplemento rico em carboidratos, vitaminas, lipideos, hormonios, fatores de
crescimento, proteinas, entre outros, que auxiiam a manutengdo e duplicacdo
celular (VAN DER VALK et al.,, 2010). A auséncia desse suplemento muitas vezes
leva ao aumento do tempo de duplicacdo, queda na viabilidade ou morte celular.
Outros autores também demonstraram ser possivel cultivar a célula Huh-7 em meios
livres de soro (NAKABAYASHI et al., 1982; ENJOLRAS et al., 2012; PASCHOAL,
2016).

Com relacdo a morfologia da Huh-7 em meio FreeStyle, foi observado que a
célula manteve caracteristicas morfoldégicas semelhantes ao cultivo em meio
controle, crescendo em forma epitelial e em pequenos aglomerados de tamanhos
variados , sendo os maiores aglomerados observados no cultivo em DMEM (Figura
4.4). Apesar de ser cultivada em meio livre de soro, a célula aderiu-se fortemente a
garrafa tratada, sendo observada apenas algumas células em suspensdo. Uma
tendéncia de crescimento em suspensdo poderia ocorrer devido a remocdo de
fatores de adeséo existentes no soro (GSTRAUNTHALER, 2003; VAN DER VALK et
al., 2010) e foi observada nas adaptacbes das células SK-Hep-1 e HKB-11
realizadas em trabalho anterior (BIAGGIO, 2014).
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Figura 4.4- Morfologia da célula Huh-7 observada em microscopio O6ptico de
contraste de fase durante o cultivo em meio DMEM 10% de SFB e em meio livre de
SFB FreeStyle na quarta passagem do processo de adaptacdo. Ambas as células
foram cultivadas em garrafas estaticas.

DMEM (5x) DMEM (10x)

Fonte: Imagem do autor.

e Meio CDM4

Foi possivel cultivar a célula Huh-7 por 8 passagens em meio CDM4 livre de
SFB (Figura 4.5). Diferentemente do cultivo em meio FreeStyle, a célula em CDM4
apresentou certa dificuldade para adaptar-se, uma vez que nas passagens P3 e P4
os tempos de duplicacdo foram superiores a 100 horas, e nas passagens P1 e P7,
as células ndo apresentaram crescimento celular. Além disso, a viabilidade ndo foi
superior a 80% durante todo o cultivo, como na P2 onde a viabilidade foi de 72,5%.
Apesar disso, a célula Huh-7 sobreviveu e cresceu em meio CDM4, apresentando

em P8 um tp de 53,7 horas com 77% de viabilidade.
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Figura 4.5- Tempo de duplicagdo e viabilidade da célula Huh-7 nas passagens em
meio CDM4 livre de soro fetal bovino.
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A morfologia da célua Huh-7 em meio CDM4 (Figura 4.6) foi muito

semelhante a morfologia do cultivo em FreeStyle e DMEM 10% SFB (Figura 4.4). As

células cresceram com formato epitelial e com formas aglomeradas de diferentes

tamanhos.
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Figura 4.6 — Morfologia da célula Huh-7 obtida em microscopio Optico de contraste
de fase durante o cultivo em meio DMEM 10% de SFB e em meio livre de SFB
CDM4 na quarta passagem do processo de adaptacdo. Ambas as células foram
cultivadas em garrafas estéticas.

DMEM (5

Fonte: Imagem do autor.

e Meio CD293

A célula Huh-7 em meio CD293 (Figura 4.7) apresentou um valor mais
elevado de tp nas duas primeiras passagens em MLS. No entanto, este valor foi
progressivamente reduzido durante as passagens, onde valores de tp proximos ao
controle (40,1 h) foram obtidos em P4 (46,6 h). A viabilidade ficou acima ou proxima
de 90% durante o cultivo, indicando uma possivel adaptacdo. No entanto, na quinta
e sexta passagens, na qual a célula foi repicada em garrafas estaticas de 75 cm?
para expansdo, ndo foi observado crescimento celular, e houve uma queda da
viabilidade (55,5%) na P5.
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Figura 4.7- Tempo de duplicacdo e viabilidade da célula Huh-7 nas passagens em

meio CD293 livre de soro fetal bovino.

Il Tcmpo de Duplicagio Huh-7 CD293
—e — Viabilidade Huh-7 CD293

90 —& = & . & - & " & " 3

4 /./ \.
80 e T

70
60—-
5()—-
40—-

30

Tempo de Duplicagio (horas)

- 10

Controle Pl P2 P3 P4 P5 P6
Passagens livres de soro

Fonte: Dados da pesquisa.

(%) 2pepiiqeIA

A morfologia da célula Huh-7 em meio CD293 foi semelhante aos cultivos nos

meios FreeStyle e CDM4 (Figura 4.8).
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Figura 4.8 — Morfologia das céulas Huh-7 observada em microscopio Optico de
contraste de fase durante o cultivo em meio DMEM 10% de SFB e em meio livre de
SFB CD293 na quarta passagem do processo de adaptacdo. Ambas as células
foram cultivadas em garrafas estaticas.
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Fonte: Imagem do autor.

e Meio SFMII

O tempo de duplicagdo da célula Huh-7 em meio SFMII (Figura 4.9)
apresentou progressivo aumento até a passagem 3, indicando uma dificuldade em
adaptar-se a este meio. Na quarta passagem, no entanto, foi observado um tp de
35,9 horas, menor que o tp controle (40,1h). A partir da P4, o cultivo foi repicado
para a garrafa de 75 cm?, e a partir da P5 n&o foi observado o crescimento celular e
e nem a manutencdo da viabilidade, que reduziu para 50% de células viaveis, de

forma similar aos resultados observados no meio CD293.
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Figura 4.9 - Tempo de duplicacdo e viabilidade da célula Huh-7 nas passagens em
meio SFMII livre de soro fetal bovino.
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Pela Figura 4.10, podemos observar que a morfologia da célula Huh-7 em
meio SFMII foi muito semelhante a morfologia do cultivo nos meios anteriores, as
célula, independente da formulagdo do meio utilizado, mantiveram-se fortemente

aderidas ao substrato, crescendo de forma epitelial e em pequenos aglomerados.
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Figura 4.10 — Morfologia das células HUh-7 observada em microscopio 6ptico de
contraste de fase durante o cultivo em meio DMEM 10% de SFB e em meio livre de
SFB SFMII na quarta passagem do processo de adaptacdo. Ambas as células foram
cultivadas em garrafas estaticas.

DMEM (5x)

__SFMII (5%)

Desta forma, o meio na qual a célula Huh-7 apresentou as melhores
caracteristicas de crescimento apos sete passagens foi o FreeStyle 293 Expression
Medium, no qual a viabilidade se manteve alta durante todo o processo. Apesar de
inicialmente a célula sobreviver ao meio CDM4CHO livre de soro, sua viabilidade
decaiu apods passagens subsequentes. Além disso, a célula cultivada neste meio

apresentou problemas na etapa de congelamento/descongelamento.

4.3 Selegdo dos melhores meios de cultivo livres de SFB para as células

jd adaptadas

Para o estabelecimento de um processo de producdo de proteina

recombinante de alto rendimento € indicado a sele¢do de células hospedeiras com
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crescimento celular otimizado. Neste sentido, os quatro meios de cultura comerciais
utiizados durante a etapa de adaptacdo celular foram novamente testados para
realizar a cinética de crescimento das trés células adaptadas para meios livres de
SFB e suspensdo. Além disso, nesta etapa os MLS ndo foram suplementados com
Cell Boost 5 (ThermoScientific), Insulina-Transferrina-Selénio (Invitrogen) e
Penicilina/estreptomicina (Invitrogen), componentes previamente utilizados durante a
adaptacdo das células SK-Hep-1 e HKB-11 como descrito em Biaggio e
colaboradores (2015). Os experimentos foram realizados em frascos erlenmeyer, sob

agitacao de 80 rpm em triplicata.

4.3.1 Celulas HKB-11

A cinética da célula HKB-11 foi realizada por 11 dias nos quatro meios
comerciais e tanto a concentracdo celular como a viabilidade nos diferentes cultivos
estao representados na Figura 4.11 e Tabela 4.2. O crescimento e a concentragéo
celular da HKB-11 foi semelhante nos quatro MLS testados até o segundo dia de
cultivo. A partir do terceiro dia, as células HKB-11 cultivadas nos meios CDM4 e
CD293 foram as que apresentaram maior crescimento até o 5° dia, sendo que apos
esse periodo de cultivo, a célula apresentou maior crescimento em meio CDM4, no
qual foi obtida uma concentracéo celular maxima (Xmax) de 4,8 x 10° (DP 1,1 x 10°)
células/mL no 10° dia. Com exce¢do ao cultivo em meio CDM4, a concentracdo
celular maxima da célula HKB-11 obtida nos outros trés meios testados ocorreu no
quinto dia de cultivo. A viabilidade celular no cultivo em meio CDM4 se manteve em
torno de 85% durante toda a cinética, ao passo que houve uma queda de viabilidade
a partir do 4° 6° e 7° dias para os cultivos em SFMIlI, CDM293 e FreeStyle. A
velocidade especifica maxima de crescimento celular (Umax), calculada na fase
exponencial de crescimento, foi semelhante em todos o0s cultivos, sendo
ligeiramente superior no meio CD293, com valor de 0,024 h®, seguido do meio
SFMII (0,023 h'), CDM4 (0,022 h') e FreeStyle (0,022 h'). O meio de cultura no
gual a célula foi originalmente adaptada, o FreeStyle, ndo foi o que apresentou o
melhor desempenho em termos de crescimento celular maximo e viabilidade celular
durante a cinética de 11 dias quando comparado aos outros meios de cultura

testados, especialmente o0 CDM4. Deste modo, foi observado que o MLS no qual a
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célula se adaptou ndo € necessariamente o meio de cultura que apresenta as

melhores condices de crescimento apds a célula estar adaptada.

Figura 4.11 — Curvas de crescimento celular (A) e viabilidade (B) da célula HKB-11
cultivada nos meios livres de soro fetal bovino FreeStyle, CDM4, CD293, SFMII. As
células em suspensao foram mantidas em frascos erlenmeyer a 80 rpm e incubadas
a 37°C e 5% CO, (n=3).

A) A FreeStyle
= CDM4
6x10 1 —e— (D293

u— SFMII
5x10°

4x10°

3x10° .

e

-
|
bu
"> e
+
-
e
(
©

: .
2x10° A .

1x10° .2 -

Concentragdo de células viaveis

A FreeStyle
B) CDM4
100 4 —e— (D293
90, = SFMII

T 3
i g l-bt
o=
|
>
e
e
+
e

704 B |
604 « A F LT
50- a
40 "

30
20

Viabilidade (%)

10

o
—
N
w
g
n
c\.
\]_
o]
O
S
—
to

Fonte: Dados da pesquisa.



71

Tabela 4.2 - Concentracdo celular maxima (Xnax), velocidade especifica maxima de
crescimento (Umax) € 0S respectivos desvios padrdo (DP) obtidos do cultivo da célula
HKB-11 nos quatro meios comerciais livres de SFB (n=3).

_ HKB-11
Meio i .
Xmax (Células/mL) Dia Mmax (W) tp(h) Expanséao
FreeStyle 2,2 x 10°(DP 0,5 x 10°%) 5 0,022 31,6 5,3 x
CDM4 4,8 x 10°(DP 1,1 x 10° 10 0,022 31,4 11,6 x
CD293 3,2 x 10° (DP 0,009 x 10°) 5 0,024 29,0 7,8 x
SFMII 2,4 x 10°(DP 0,7 x 10°) 5 0,023 30,8 5,3 X

Fonte: Dados da pesquisa.

A célula HKB-11 adaptada em suspensdo apresentou uma morfologia
arredondada (Figura 4.12), formando grandes aglomerados quando cultivada nos
meios FreeStyle e CDM4, e mais desagregada quando cultivada em meio CD293 e
SFMII. E recomendado que as células em cultivo apresentem-se da forma mais
desagregada possivel, uma vez que uma maior area de contato entre 0 meio de
cultura e as células possibilita a troca de nutrientes e metabdlitos de forma mais
eficiente e facilita a transfeccdo de vetores de interesse. Além disso, células mais
desagregadas evitam a formacdo de nucleos necroticos gerados pela troca
ineficiente de nutrientes e metabolitos entre o meio de cultura e as células

localizadas no interior do agregado celular de grande tamanho.



72

Figura 4.12 — Morfologia da célula HKB-11 adaptada, cultivada nos meios livres de
SFB FreeStyle, CDM4, CD293 e SFMII em frascos erlenmeyer agitados a 80 rpm,
mantidos em incubadora umidificada a 37°C e 5% CO..

FreeStyle (0 dia) CDM4 (6° dia)

4.3.2 Células SK-Hep-1

A cinética de crescimento da célula SK-Hep-1 apresentada na Figura 4.13. A
concentracdo celular maxima ocorreu no 5° dia de cultivo para os cultivos em
FreeStyle, CD293 e SFMII, e no 6° dia para o cultivo em CDM4. Os cultivos da célula
SK-Hep-1 nos meios CDM4 e CD293 apresentaram as melhores caracteristicas de
Xmax, € Hmax, Fespectivamente 1,7 x 10° (DP 0,6 x 10°% e 1,4 x 10° (DP 0,8 x 10°
células/mL, e 0,018 e 0,021 h™ nos dias 5 e 6 (Tabela 4.3).

O cultivo da célula SK-Hep-1 em meio FreeStyle, apesar de apresentar uma
concentracdo celular maxima semelhante ao cultivo em meio CD293 e SFMII,

apresentou um valor de pmax Menor em comparacao aos outros cultivos (Tabela 4.3).
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O meio SFMII, no qual a célula foi adaptada, ndo foi o que apresentou 0s maiores
valores de Xmnax © Hmax, @SSim como ocorreu com o meio de adaptacdo da célula
HKB-11. A célula SK-Hep-1 cultivada em SFMIl apresentou uma concentracao
celular maxima de 1,3 x 10° (DP 0,5 x 10°) células/mL e velocidade especifica de
crescimento maxima de 0,018 h™ no quinto dia. As viabilidades celulares nos quatro
cultivos foram semelhantes e mantiveram-se acima de 80% até o sétimo dia exceto

para a célula cultivada em FreeStyle, que apresentou viabilidade de 70%.

Tabela 4.3 - Concentracéo celular maxima (Xmax), Velocidade especifica maxima de
crescimento (Mmax) € 0S respectivos desvios padrao (DP) obtidos do cultivo da célula
SK-Hep-1 nos quatro meios comerciais livres de SFB (n=3).

_ SK-Hep-1
Meio : .
Xmax (Células/mL) Dia Mmax (™) tp(h) Expanséo
FreeStyle 1,4 x 10°(DP 0,2 x 10°) 5 0,013 54,6 4,4 X
CDM4 1,7 x 10° (DP 0,6 x 10° 6 0,018 38,1 5,4 x
CD293 1,4 x 10° (DP 0,8 x 10°) 5 0,021 33,6 4,0 x
SFMII 1,3 x 10° (DP 0,5 x 10° 5 0,018 38,9 3,6 x

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 4.13 - Curvas de crescimento celular (A) e viabilidade (B) da célula SK-Hep-1
cultivada nos meios livres de soro fetal bovino FreeStyle, CDM4, CD293, SFMII. As
células em suspensdo foram mantidas em frascos erlenmeyer a 80 rpm e incubadas
a 37°C e 5% CO, (n=3).
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Em relacdo a morfologia (Figura 4.14), a célula SK-Hep-1 em suspenséo
apresentou uma forma arredondada e nado foi observado grandes grumos celulares

no cultivo como foi encontrado no cultivo da célula HKB-11 nos meios testados.
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Além de ndo apresentaram tantos grumos, os aglomerados encontrados eram de
tamanho menor e estavam em menor quantidade em relagdo a célula HKB-11.
Apesar de serem observados pequenos grumos celulares nos cultivos em meio
FreeStyle e SFMII, as caracteristicas morfoldgicas das células foram semelhantes

nos quatro meios de cultura avaliados.

Figura 4.14 — Morfologia da célula SK-Hep-1 adaptada, cultivada nos meios livres
de SFB FreeStyle, CDM4, CD293 e SFMII em frascos erlenmeyer agitados a 80 rpm,
mantidos em incubadora umidificada a 37°C e 5% CO,.

FreeStyle (4° dia)

CDM4 (7° dia)

Fonte: Imagem do autor.

4.3.3 Células Huh-7

Durante a cinética de crescimento da célula Huh-7, foi observado que, dentre
0S meios testados, os cultivos em CD293 e FreeStyle e SFMIlI foram os que

apresentaram maior concentracdo celular maxima, respectivamente 3,9 x 10° (DP
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0,3 x 10°, 3,4 x 10° (DP 0,05 x 10°) e 3,1 x 10° (DP 0,5 x 10°) células/mL (Figura
4.15 e Tabela 4.4). A célula Huh-7 cultivada em meio CDM4 apresentou quase a
metade da concentracdo celular maxima do cultivo em CD293, com X de 2,3 X
10° (DP 0,3 x 10° células/mL. Além disso, a viabilidade celular da Huh-7 cultivada
em CDM4 apresentou forte decaimento a partir do segundo dia de cultivo, indicando
gue essa célula ndo se adaptaria bem a este meio, diferentemente do que foi
observado para as células HKB-11 e SK-Hep-1. O crescimento celular maximo
ocorreu no 4° dia para os cultivos em meio FreeStyle e CDM4 e no 5° dia para os
cultivos em CD293 e SFMII.

Tabela 4.4 - Concentracdo celular maxima (Xmax), Velocidade especifica maxima de
crescimento (Umax) € 0S respectivos desvios padrédo (DP) obtidos do cultivo da célula
Huh-7 nos quatro meios comerciais livres de SFB (n=3).

_ Huh-7
Meio - T
Xmax (Células/mL) Dia Hmax (W) tp(h) Expanséo
FreeStyle 3,4 x 10° (DP 0,05 x 10°) 4 0,032 21,6 8,2 x
CDM4 2,3 x 10°(DP 0,3 x 10°) 4 0,026 27,1 5,7 X
CD293 3,9 x 10°(DP 0,3 x 10°) 5 0,028 25,2 7.4 x
SFMII 3,1 x 10°(DP 0,5 x 10°) 5 0,025 28,2 6,6 x

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 4.15 — Curvas de crescimento celular (A) e viabilidade (B) da célula Huh-7
cultivada nos meios livres de soro fetal bovino FreeStyle, CDM4, CD293, SFMII. As
células em suspensdo foram mantidas em frascos erlenmeyer a 80 rpm e incubadas
a 37°C e 5% CO, (n=3).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Além da X, , a velocidade especifica de crescimento méaxima foi superior no
meio FreeStyle, seguido do CD293, com valores de 0,032 h* e 0,028 h*,

respectivamente. O meio FreeStyle utilizado para a adaptacdo da célula Huh-7
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apresentou 0 maior valor de Umnax € 0 segundo maior valor de X, diferentemente do
gue foi observado para os meios de adaptacéo das células HKB-11 e SK-Hep-1.

A morfologia da célula Huh-7 foi similar a observada para a célula HKB-11,
apresentando grumos de diferentes tamanhos e quantidades nos meios FreeStyle e
CDM4 ao passo que nos meios CD293 e SFMII, as células cresceram de forma
individual, com a presenca de poucos grumos (Fig. 4.16). Os grandes agregados
celulares podem dificultar a troca de nutrientes com as células presentes no interior

do nucleo do agregado, podendo levar a morte celular.

Figura 4.16 — Morfologia da célula Huh-7 adaptada, cultivada nos meios livres de
soro FreeStyle 293, CDM4CHO, CD293-AGT, 293 SFM Il em frascos erlenmeyer
agitados a 80 rpm, mantidos em incubadora umidificada a 37°C e 5% CO,.

FreeStyle (4° dia) CDM4 (4° dia)

Fonte: Imagem do autor.
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Desta forma, o meio de cultura no qual as células HKB-11 e SK-Hep-1
apresentaram elevados valores de Xpax € Umax foi 0 CDM4, no qual foram obtidos
parametros de crescimento de Xma de 4,8 x 10° e 1,7 x 10° células/mL e pmay de
0,022 e 0,018 h', respectivamente. A célula Huh-7 apresentou melhor
comportamento em meio CD293, com valores de Xmax € Hmax de 3,9 x 10° células/mL
e 0,028 h?, respectivamente. Vale destacar que, além dos parametros Xmax, Hmax, to »
a morfologia também foi utilizada para a escolha dos meios de cultura visando maior
crescimento celular. Comparando as trés linhagens adaptadas para suspensdo e
meios livres de soro fetal bovino, a maior expansdo e X,. foram observadas na
célula HKB-11 em meio CDM4 no décimo dia de cultivo, no entanto, foi a célula Huh-
7 que apresentou, nos quatro meios cultivados, maior valor de velocidade especifica
de crescimento maxima. A célula SK-Hep-1 foi a que apresentou menores valores
de Xmnax © Hmax quando comparadas as células HKB-11 e Huh-7, sendo observado
um crescimento mais lento mesmo no cultivo controle em meio DMEM contendo
soro fetal bovino, no qual o tp e pnax foram, na média, de 46,7 horas e 0,015 ht,
respectivamente (BIAGGIO et al., 2015).

Juliana J. B. Paschoal descreve em sua tese de doutorado (2016), a
adaptacdo pelo método sequencial da célula Huh-7 em quatro meios livres de SFB:
Hybridoma®-SFM (Gibco), VP®-SFM (Gibco), CHO®-S-SFM 1l (Gibco) e Pro293™a
(Lonza). A autora encontrou que, ap0s 120 horas, o meio no qual a célula mais
cresceu foi o Pro293a, sendo obtido cerca de 2 x 10° células/mL partindo de um
indculo de 2,5 x 10° células/mL, ou seja, uma expansdo de aproximadamente 8
vezes a partir do indculo inicial. Com relacdo aos meios Hybridoma-SFM e VP-SFM,
foi obtida uma Xmax de 1 x 10° células/mL e para o meio CHO-S-SFM 11, 1,2 x 10°
células/mL, sendo portanto, obtidas expansdo de aproximadamente 4 e 4,8 vezes,
respectivamente. Foi observado que os parametros tempo de duplicacdo, Xmax, €
Umax da célula Huh-7 variaram entre 23 h (Hybridoma-SFM) e 34 h (VP-SFM), 1 x 10°
(Hybridoma-SFM e VP-SFM) e 2 x 10° (Pro293a) células/mL, e entre 0,017 h* (VP-
SFM) e 0,030 h* (Hybridoma-SFM). A expansdo celular obtida variou entre 4 e 8
vezes e a viabilidade ficou acima de 92% para os quatro meios de cultura testados.
Para comparar os resultados obtidos no presente estudo com os resultados obtidos
no trabalho da autora para a célula Huh-7, os resultados mostrados a seguir séo
referentes aos dados obtidos até o quinto dia de cultivo da célula Huh-7. Até o 5° dia

de cultivo da célula Huh-7, os valores de Xmax Variaram entre 1,8 x 10° (CDM4) e 3,9



80

x 10° células/mL (CD293), 0 Mmax foi de 0,025 h* a 0,032 h', o tp de 21,6 h
(FreeStyle) a 28,2 h (SFMII), e a expansao das células variou entre 4,2 (CDM4) e 7,4
(CD293) vezes o valor do indculo inicial. A viabilidade se manteve acima de 83%
apenas para os cultivos em CD293 e SFMII, sendo que no 5° dia a viabilidade das
células nos cultivos em FreeStyle e CDM4 apresentavam valores de 74% e 38%,
respectivamente. Desta forma, os dados de tempo de duplicagdo, velocidade
especifica maxima de crescimento, viabilidade e expansdo celular obtidos na
adaptacdo da célula Huh-7 nos 4 meios livres de SFB testados foram semelhantes
aos dados de adaptacéo obtidos no trabalho da Dra. Juliana Paschoal (2016). Além
da célula Huh-7, a tese de doutorado da Dra. Juliana Paschoal (2016) também
discorre sobre a adaptacdo da célula HEK293T nos mesmos meios descritos
anteriormente, sendo possivel a adaptagdo apenas nos meios CHO-S-SFM Il e
Hybridoma-SFM. Ap6s a adaptacédo, a cinética da célula HEK293T nesses dois
meios de cultura foi avaliada em um cultivo de 5 dias (120 horas). O cultivo no meio
Hybridoma-SFM foi avaliado até 96h, uma vez que a viabilidade celular neste meio
diminuiu consideravelmente. A partir da cinética da célula HEK293T nos meios CHO-
S-SFM Il e Hybridoma-SFM foram obtidos, respectivamente, um Xma de 1 x 10° e
1,4 x 10° células/mL , pmax de 0,015 e 0,031 h, tp de 45 e 22 horas e expansédo de
aproximadamente 4 e 5,6 vezes. Comparativamente a este estudo, adaptamos a
célula HKB-11, uma célula derivada da HEK293. Os dados de Xox que encontramos
para a cinética da célula HKB-11 nos cultivos em meios CDM4 e CD293, de 4,8 X
10° e 3,2 x 10° células/mL, respectivamente, foram maiores do que os dados
observados para a cinética da célula HEK293T. No entanto, os valores de Hmax €
tempo de duplicacdo foram semelhantes aos valores encontrados pela autora
(Tabela 4.2).

Em 2016, Amaral e colaboradores adaptaram a célua HEK 293T
transformada com o gene contendo o fator IX da coagulagdo sanguinea para meios
livres de soro e em suspensdao em quatro formulacbes comerciais suplementadas
com 1% de insulina-transferrina-selénio, 1% de Glutamax, 1% de Pluronic-F68 e 1%
de penicilina/estreptomicina (Invitrogen) e 10% de Cell Boost (ThermoScientific). Os
meios comerciais foram os mesmos usados neste estudo: FreeStyle™ 293
Expression Medium (FreeStyle, Invitrogen), CD 293 AGT™ (CD293, Invitrogen), 293
SFM Il (SFMII, Invitrogen) e CDM4CHO (CDM4, HyClone). Foram utilizadas duas

abordagens: 1) transformar a célula com o gene de interesse previamente a
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adaptacdo das culturas; 2) adaptar a célula previamente a transformacdo com o
transgene. A célula HEK293T-FIX apresentou melhores caracteristicas de
crescimento no meio FreeStyle. ApOs adaptar a célula neste meio, foi possivel obter
para a abordagem 1 e 2 em uma cinética de 7 dias, respectivamente, pmax de 0,027
h' (to = 25,7 h) e 0,015 h'(tp = 46,2 h), Xma de 3,3 x 10° células/mL e 3 x 10°
células/mL, com expansdo de aproximadamente 6,6 e 6 vezes. Apesar da expansao
celular ter sido um pouco superior aos valores encontrados para a célula HKB-11
cultivada em meio FreeStyle, vale ressaltar que o meio FreeStyle apresentado no
trabalho de Amaral e colaboradores (2016) estava suplementado com diversos
componentes, o que pode ter favorecido o crescimento celular caracterizado pelo
reduzido tempo de duplicacdo e elevado Xyax € Mmax- NO entanto, a célula HKB-11
em meio CDM4 sem suplementacdo com Cell Boost 5, insulina e antibiético
apresentou um Xy« aproximadamente 60% superior ao da célula HEK293T-FIX em
meio suplementado e uma expansao aproximadamente 90% maior, mostrando ser
este um meio promissor para o cultivo da célula HKB-11. Vale destacar que dentre
as duas abordagens testadas pelo autor, o FIX produzido pelas células previamente
transformadas e depois adaptadas perderam atividade biolégica enquanto que as
proteinas produzidas pelas células primeiramente adaptadas e depois transformadas
apresentaram atividade biologica, o que corrobora com as etapas deste trabalho.

Cervera e colaboradores (2013) também avaliaram o crescimento da célula
HEK 293 (HEK293SF-3F6) para a producdo de vacinas virais em 5 meios comerciais
livres de soro: HyQ SFM4Transfx 293 (HyClone), Excell 293 (SAFC Biosciences),
FreeStyle 293, 293 SFM Il e CD293 (Invitrogen). Os autores observaram que a
célula HEK 293 cresceu na maioria dos meios, exceto o meio CD293. Foram obtidos
valores de pmax que variaram entre 33,1 h™ (FreeStyle) e 52,0 h™ (293 SFM 11) & Xmax
de 2,8 x 10° (293 SFM II) a 4,5 x 10° (Excell) células/mL. De modo geral, os
parametros de cinética obtidos para a célula HEK 293 foram similares aos valores
encontrados nos cultivos da célula HKB-11 nos meios FreeStyle, mas foram
diferentes no meio CD293, no qual ndo houve crescimento da célula HEK293, e no
meio 293 SFM Il, no qual o tempo de duplicacéo foi aproximadamente 70% maior do
gue o valor encontrado no cultivo da célula HKB-11 neste meio.

No trabalho de Freitas e colaboradores (2017), as células SK-Hep-1 e HKB-11
previamente transformadas com o vetor contendo o gene do fator VII da coagulacao

foram cultivadas em meio contendo 10% de soro fetal bovino para a produgdo da
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proteina recombinante. Em um cultivo em suspensdo por 10 dias com o auxilio de
microcarregadores do tipo Cytodex e em frascos spinner, as células e SK-Hep-1-FVII
e HKB-11-FVII cresceram até um Xm. de 1,11 x 10°% e 1,61 x 10° células/mL, com
Umax de 0,35 d* (0,015 h*, tp = 47,5h) e 0,36 d* (0,015 h?, t, = 46,2h). Foi
observado pelos autores que a modificacdo do tipo de cultivo, de culturas estaticas
para microcarregadores em suspensdo, acarretou uma reducdo da velocidade
especifica de crescimento de cerca de 55%, sendo obtidos valores de pmax para as
células SK-Hep-1-FVIl e HKB-11-FVII em cultivos estaticos de 0,72 d™* (0,030 h?) e
0,80 d* (0,033 h™), respectivamente e 0,35 d* (0,015 h?) e 0,36 d* (0,015 h?) para
as células SK-Hep-1-FVII e HKB-11-FVII cultivas em suspenséo, respectivamente.
Desta forma, comparando com os dados obtidos neste estudo, a célula HKB-11 néo
transformada e adaptada para suspensdo e meios livres de soro apresentou pmax
médio 50% superior comparado ao cultivo em suspensdo em meio com soro da
célula HKB-11-FVII (0,023 h* e 0,015 h*, respectivamente), mas 47% menor em
relacdo aos cultivos estaticos com soro (0,023 h™ e 0,033 h, respectivamente). A
célula SK-Hep-1 adaptada para suspensdo e meios livres de soro apresentou um
Hmax Médio 18% superior ao valor encontrado na cinética da SK-Hep-1-FVII (0,017h*
e 0,015 h*, respectivamente), porém 73% menor quando comparado ao cultivo
estatico em meio DMEM contendo 10% de SFB (0,017 h' e 0,030 h?,
respectivamente).

Deste modo, apesar das células ndo expressarem proteina recombinante,
apresentaram na meédia crescimento igual ou superior as células humanas em
trabalhos semelhantes, sendo obtidos uma concentracdo celular maxima de 3,9 x10°
células/mL e velocidade especifica maxima de crescimento de 0,028 h™ com a célula
Huh-7 cultivada em meio CD293, 1,7 x 10° células/mL e 0,018 h* para a célula SK-
Hep-1 cultivada em CDM4CHO e 4,8 x 10° células/mL e 0,022 h* em HKB-11 no

mesmo meio.
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4.4 Avaliacdo do potencial de producdo de proteina recombinante por
transfeccao transiente utilizando o polimero catibnico polietilenimina
(PEI)

Inicialmente foram avaliados diferentes parametros que poderiam influenciar a
eficiéncia da transfeccdo nas células humanas HKB-11, SK-Hep-1 e Huh-7, como a
concentracdo do vetor lentiviral p1054-GFP e a proporcdo entre o material genético
e 0 polimero catidnico PEI linear na formacdo do poliplexo. As diferentes condicées
de transfeccdo e o cultivo dessas células foram realizadas em meio SFM4Transfx-
293, conforme descrito na se¢do Material e Métodos, item 3.7. Os experimentos
foram realizados em duplicata e estdo apresentados na Figura 4.17.

Nao foram observadas quantidades satisfatorias de células GFP-positivas
(aproximadamente 30%) nas trés linhagens celulares humanas, sendo que a maioria
das transfeccbes realizadas geraram menos de 10% de células GFP-positivas
(Figura 4.17). Além disso, ndo foi observada reproducdo dos dados na segunda
replicata do experimento de transfeccdo para as células HKB-11 e Huh-7, uma vez
gue nao foram observadas células expressando GFP resultantes da transfeccéo
transiente. Esses dados indicaram que o protocolo e os reagentes que estavam
sendo utilizados ndo eram os ideais para a transfeccdo destas células em

suspensdo no meio SFM4Transfx-293.
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Figura 4.17 — Transfeccéo transiente das células SK-Hep-1, HKB-11 e Huh-7 em
diferentes condicdes de DNA (pl054-GFP) e PEI linear (Alfa Aesar). As células
foram cultivadas em meio SFM4Transfx-293 e as células GFP-positivas foram
analisadas por citometria de fluxo. A transfeccéo foi realizada em placa de 12 pocgos
e as células foram mantidas agitadas a 80 rpm e incubadas a 37°C, 5% CO..
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Na técnica de transfeccdo transiente por reagentes quimicos, diversos
parametros podem ser modificados para aumentar sua eficiéncia, como a
guantidade de DNA a ser inserida, a relacdo de grupos amino do DNA e fosfato do
PEl para a formacdo do poliplexo, o tempo de incubacdo para formacdo do
complexo DNA/PEI, o meio de cultura, a velocidade de agitacdo do sistema, a
concentragdo de células utilizadas no momento da transfecgcdo, entre outros. A
influéncia desses parametros na eficiéncia de transfeccdo pode ser acompanhada
pela expressdo de uma proteina repoérter, como o GFP, e a citotoxicidade do
processo pode ser observada pela alteracdo na viabilidade celular (HAN et al., 2007,
HACKER et al., 2013; MOLINAS et al., 2014; RAJENDRA et al., 2015).

Han e colaboradores (2007) fizeram a otimizacdo da expressdo da proteina
osteopontina em HEK 293-F, utilizando a proteina GFP como repérter para indicar a
eficiéncia da transfeccdo. Inicialmente, testaram a citotoxicidade do PEI em varias
concentracdes por 140 horas e observaram que as células permaneceram viaveis
até a concentracdo de 10 pg PEI/mL, sendo detectada citotoxicidade a partir de 15
Hug PEI/mL. Os autores também avaliaram cinco meios comerciais para a formacao
do complexo DNA/PEI (1,5 pg DNA/mL e 3 pg PEI/mL) e concluiram que o meio
RPMI 1640, contendo baixo teor de célcio, apresentou a melhor eficiéncia de
transfeccdo. A seguir testaram diferentes concentracoes de DNA e PEI, o tempo
para a incubacdo para formacao do poliplexo e o tempo minimo para adicdo de um
guando utilizados os valores de 6 pg PEI/mL, 1 pug DNA/mL, 30 minutos para a
formacdo do complexo e 4 horas de incubacgéo poliplexo antes de adicionar 0 meio
inibidor de transfeccdo. Transfectando as células com essas condicdes otimizadas,
0s autores obtiveram 27 pg/mL da proteina de interesse no sétimo dia de cultivo.

Backliwal e colaboradores (2008) testaram e compararam dois protocolos de
transfeccdo no qual avaliaram principalmente a influéncia da concentragdo da célula
HEK293E no momento da transfeccédo para a produgao de imunoglobulina G (1gG).
No primeiro protocolo, a transfeccdo era realizada em uma alta densidade celular, no
qual o DNA era adicionado diretamente as células concentradas a 20 x 10°
células/mL em meio FreeStyle, seguido de PEI na razdo de 1:2 de DNA e PEI,
respectivamente. Trés horas apds a transfeccdo, as células foram diluidas a uma
concentracdo de 4 x 10° células/mL em meio Ex-Cell 293, e foi adicionado é&cido

valpréico a uma concentracdo final de 3,8 mM. No segundo protocolo, as células
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foram concentradas a 2 x 10° células/mL em meio RPMI 1640 suplementado com
1% de Pluronic F68, e os poliplexos de DNA e PEI, misturados na proporcéao de 1:3
(DNA:PEI) e formados apos incubagéo de 8 minutos, foram adicionados as células.
Quatro horas apds a transfeccdo, o meio Ex-Cell 293 foi adicionado. Como
resultado, foi produzido 27 vezes mais IgG no primeiro protocolo (1,1 g/L de 1gG),
gue usava alta concentracéo celular e meio FreeStyle, do que no segundo protocolo
(40 mg/L de IgG), que usava menor concentracdo celular. Deste modo, os autores
observaram uma grande variacdo de produtividade em diferentes protocolos de
transfeccdo em células cultivadas em suspenséo.

Kadlecova e colaboradores (2012) avaliaram a influéncia do tamanho, da
carga e da polidispersdo das moléculas de PEI na eficiéncia da transfeccdo para
producdo de IgG em células HEK293E em suspensdo. No dia da transfeccdo, as
células foram concentradas a 20 x 10° células/mL em 0,5 mL de RPMI 1640
suplementado com 0,1% Pluronic F68. As células foram co-transfectadas em uma
razdo de 25 N/P (residuo de nitrogénio (N) do PEI e fosfato do DNA (P)) ou 12,5 ug
DNA e 40 pg PEI (1:3,2) usando 4 tipos diferentes de PEI: PEI1, PEI2, PEI3 e o PEI
“‘“MAX”, possuindo 15, 7, 4 e 0 % de unidades N-propil, respectivamente. Apesar do
DNA se complexar mais facilimente com o PEI “MAX”, os autores observaram que os
tipos de PEI com maior porcentagem de unidades N-propil resultaram em maior
eficiéncia de transfeccdo, sendo que o uso do PEI1 resultou em 23% mais células
GFP-positivas e 32% mais 1gG produzido em comparagao com o padréo PEl “Max’
(0% de grupos N-propil). Além disso, a polidispersividade e heterogeneidade das
moléculas de PEI mostraram-se mais eficientes para a transfeccdo das células
humanas do que as moléculas mais homogéneas obtidas por cromatografia de
exclusdo molecular.

O estudo de Molinas e colaboradores (2014) demonstrou a importancia de se
ter uma linhagem celular em adequado estado fisiologico para garantir uma
transfeccéo eficiente. Para tanto, os autores monitoraram a fisiologia celular da
HEK293s e sua influéncia na transfeccdo transiente do plasmideo bicistréonico
contendo EGFP e eritropoietina (EPO). Apoés testar alguns meios livres de soro, 0s
autores observaram que o melhor meio para transfeccdo seria uma mistura de
DMEM e FreeStyle 293, uma vez que os meios Ex-Cell 293 e 293 SFM Il inibiram a
transfeccdo. Os autores também testaram diferentes proporcdes de DNA/PEI para a
transfecc¢éo (0,50:1,00; 0,50:1,50; 0,75:1,00; 0,75:1,25; 1,50:1,25) e observaram que
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a melhor proporcdo foi de 0,50:1,50, tanto pelo maior nimero de células GFP-
positivas (71,32%), como pela concentracdo de EPO (acima de 0,75 pg/mL).

Em 2016, Delafosse e colaboradores analisaram trés tipos de PEI diferentes
(PEI linear e PEIpro™ de 25 kDA e PEl “MAX’ de 40 kDa) com relacdo a sua
eficiéncia de transfeccao da proteina repérter pTT-BFP em células HEK 2936E, e ao
processo de internalizacdo do poliplexo pela célula. Apés 10 minutos de incubacgéo
para formacdo do poliplexos entre o DNA e o PEI, a solucdo era adicionada as
células. Inicialmente, os autores otimizaram o processo de transfeccdo transiente
com a proteina fosfatase alcalina secretada (SEAP) e os trés tipos de PEI, obtendo
para o PEI linear (LPEI) e PEI “MAX” uma propor¢ao de DNA:PEI otimizada de 1:3 e
para o PElpro foi obtida uma razdo oOtima de 1:1,5. Em todos os casos, a
porcentagem de SEAP obtida foi praticamente de 100%. Foi avaliada também a
citotoxicidade do PEI que pode ser elevada quando o reagente € usado em grandes
guantidades. No estudo em questéo, o PElpro foi o mais citotoxico a partir de uma
menor concentragcédo, sendo que em 3 pg PEI/mL foi notada uma queda de 42% na
viabilidade da célula HEK 293, ao passo que tanto no uso do PEI “MAX” como LPEI,
a viabilidade celular ficou acima de 75% até a concentracdo de 5 pug PEI/mL. No
entanto, nas condicOes otimizadas as viabilidades de todos os reagentes foram
similares e superiores a 90%. A analise da incorporacao do poliplexo pela célula foi
realizada marcando o pTT-BFP previamente com o reagente fluorescente YOYO-1.
Os tempos de adesdo dos poliplexos & membrana, internalizacdo e expressédo da
proteina foram analisados em 10 minutos, 1; 2; 3,5; 4.5; 7; 24; 30 e 48 horas poés
transfeccdo. Em todos os reagentes testados (LPEI, PEI’'MAX” e PElpro), a adeséao
do polimero aos poliplexos foi rapida e ocorreu em 10 minutos pés transfeccéo. No
entanto, a internalizacdo dos poliplexos pela célula HEK 293-6E variou entre os
reagentes, e 0s autores identificaram que essa velocidade de internalizacdo é
polimero-dependente. Em 10 minutos apds a transfeccdo, os poliplexos formados
com PElpro foram os mais rapidamente incorporados, seguido de PEI"Max” e LPEI,
com 91,8%, 78,9%, 46,8% de células apresentando os poliplexos internalizados,
respectivamente. Essa incorporacdo se manteve até 7 horas poés-transfeccdo para
PElI “MAX” e PElpro e até 30 horas para o LPEI. A média da intensidade de
fluorescéncia observada para a transfeccdo com LPEI foi quase o dobro da

observada para o PElI “MAX” e PElpro. Apés 48 horas da transfeccdo, a
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porcentagem de células BFP-positivas foram cerca de 80%, 85% e 70% para oS
polimeros PElpro, PEI “MAX” e LPELI.

Deste modo, as condicdes de transfeccao utilizadas neste estudo foram
semelhantes as reportadas na literatura. Nao s6 as condicbes mas 0s meios de
cultura utilizados também. Alguns meios de cultura podem ser formulados com
componentes como sulfato de dextrana, sulfato de heparina, EDTA, entre outros
polianions que competem com as moléculas de DNA no processo de formacédo do
poliplexo com os polimeros catidnicos como a polietilenimina. Desta forma, os meios
livres de SFB utilizados previamente na adaptacdo das células foram avaliados com
relacdo ao possivel uso em processos de transfeccao. Os fabricantes dos meios CD
293 e 293 SFM Il relatam uma possivel inibigdo ou interferéncia no processo de
transfecgcéo. Outros estudos relataram o uso do CD 293 como meio de transfecgéo
transiente para a producdo de osteopontina (HAN et al., 2007) e particulas lentivirais
(CERVERA et al., 2013) em HEK 293 usando PEI e observaram que a transfecc¢ao
transiente era praticamente nula. Han e colaboradores em trabalho posterior (2009)
utilizaram o meio CD 293 apenas para o cultivo das células e o substituiam por
RPMI 1640 para realizar a formacao dos poliplexos de DNA e PEI. O meio 293 SFM
Il foi usado como meio de transfecgcdo em outros trabalhos para a produgéo de
eritropoietina em HEK293-EBNA1l (SUN et al.,, 2006) e particulas lentivirais em
HEK293 (CERVERA et al.,, 2013) usando PEI. Em ambos os casos, 0s autores
observaram a inibicdo da transfeccdo transiente. Codamo e colaboradores (2011)
utilizaram o meio CDM4CHO para producdo de poliplexos visando transfectar
células CHO com o vetor contendo a sequencia de uma IgGl e ndo observaram
transfeccdo nas células quando este meio era utilizado. A inibicdo completa da
transfeccéo provavelmente ocorreu pela presenca de polidnions na formulacdo dos
meios (SUN et al., 2006). Com relacdo ao meio FreeStyle™ 293 Expression Medium
(Invitrogen), néo foi relatada contraindicacado pelos fabricantes de que o meio seria
capaz de interferir com o processo de transfeccdo. Além disso, o FreeStyle é um
meio comumente utilizado em outros trabalhos de transfeccéo transiente de forma
eficaz para producdo de proteinas recombinantes e particulas lentivirais
(BACKLIWAL et al., 2008; SUN et al., 2008; HACKER et al., 2013; MOLINAS et al.,
2014; CERVERA et al., 2015; TANG et al., 2015).

Portanto, dentre os meios livres de SFB utilizados na adaptacdo das células

para suspensao, o melhor candidato para o suporte da transfeccéo transiente foi o
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meio FreeStyle™ 293 Expression Medium (Invitrogen). No entanto, alguns testes de
transfeccao preliminares neste meio nas condicbes padrdo de 1:2 de DNA:PEI nao
apresentaram células GFP-positivas em quantidades acima de 12% e 13% para as
células HKB-11 e SK-Hep-1, respectivamente, indicando que a transfeccdo neste
meio poderia ndo ser a ideal para o vetor, o polimero catibnico e as céulas
utilizadas. O meio SFM4Transfx-293 (HyClone) foi utilizado de forma eficaz na
transfeccéo transiente visando a producdo de proteinas recombinantes e particulas
lentivirais em outros trabalhos (SWIECH et al., 2011; CERVERA et al., 2013; MILIAN
et al.,, 2017), porém, como observado na Figura 4.17, também ndo apresentou
resultados satisfatorios com as células e material testado.

Visando aprimorar a técnica de transfeccdo transiente em cultivos em
suspensdo, uma parceria de estdgio de pesquisa (BEPE 2015/10675-0) foi
estabelecida com o grupo do Professor Dr. Amine Kamen (Universidade McGill) e do
Dr. Sven Ansorge (Biotechnology Research Institute, National Research Council
Canada BRI-NRC) no Canada. Os experimentos realizados neste estagio foram
realizados com o mesmo plasmideo usado no Brasil para producdo de FVII (p1054-
FVII), em célula adaptada para suspensdo (HEK293SF-3F6), com o meio de cultivo
e transfeccdo SFM4Transfx-293 (HyClone), usando como reagente de transfecgéao o
PEIpro® (Polyplus) ao invés do PEI linear 25 kDa (Alfa Aesar) e com algumas
alteracbes no protocolo original descrito no item 3.7 do Material e Métodos. Como
controle positivo, foi utilizado o vetor pTTo-GFP patenteado e gentilmente cedido
pelo BRI-NRC, para analise da expressdo de GFP. O melhor resultado obtido nos
experimentos realizados envolveu a propor¢ao de 0,8 pg/mL DNA: 2,4 ug/mL de PEI
(raz8o DNA:PEI de 1:3), incubados por 15 minutos, e que gerou cerca de 60% de
células GFP-positivas, tanto quando utilizado o vetor p1054-FVII como o pTTo-GFP.

ApG6s o retorno ao Brasil com a experiéncia adquirida, o primeiro teste
objetivou avaliar a eficiéncia de transfeccdo das diferentes marcas de PEI utilizadas.
Foram comparados o PElpro® (Polyplus) utilizado no BEPE, o PEI linear 25-kDa
(Alfa Aesar) utilizado nos testes anteriores e um PEI linear de 25-kDa (Polysciences)
de outra marca. Esta transfeccdo (n=1) foi realizada na célula HEK293SF-3F6 em
meio SFM4Transfx-293. A célula HEK293SF-3F6 (HEK293SF), gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Amine Kamen, foi utilizada como controle positivo do trabalho, uma
vez gque esta célula é descrita como facilmente transfectavel na literatura (PHAM et
al., 2006; ANSORGE et al., 2009; SWIECH et al., 2012; CERVERA et al., 2013;
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BUTLER e SPEARMAN, 2014, MILIAN et al., 2017) e seria possivel comparar 0s
resultados obtidos no Brasil com os resultados encontrados no estagio no BRI-NRC.
De acordo com a Figura 4.18, foi observado que a porcentagem de células GFP-
positivas geradas na transfeccdo com PElpro da Polyplus, o PEIl linear da
Polysciences e o PEI linear da Alfa Aesar foi de 22,6%, 20,4% e 6,2%,
respectivamente, razdo de 1:2 (DNA:PEIl). Para a razdo de 1:3 de DNA:PEI, os
valores de células GFP-positivas foram de 26,2% para o PElpro da Polyplus, 30,9%
para o PElI da Polysciences e 4,8% para o PEl da Alfa Aesar. Desta forma, a
transfeccdo com PElpro (Polyplus) apresentou um nimero de células GFP-positivas
de 3,6 e 5,5 vezes maior do que as células fluorescentes obtidas com o PEI linear
anterior (Alfa Aesar), nas razbes 1:2 e 1:3, respectivamente. Com relagcdo ao PEI
linear da Polysciences, o valor de GFP foi de 3,3 e 6,4 vezes superior ao valor
encontrado para o PEI linear da Alfa Aesar, quando as células foram transfectadas
nas razdes de 1:2 e 1:3 de DNA:PEI, respectivamente. Com relacdo a citotoxicidade
do PEI, as células apresentaram viabilidade em cerca de 70% nos trés reagentes
testados, viabilidade proxima ao controle negativo, ndo sendo observada
citotoxicidade significativa do PEI nas condicbes analisadas.

Desta forma, o PElpro® (Polyplus) passou a ser utilizado nos experimentos
posteriores, uma vez que € um reagente liquido pronto para uso, diferentemente do
PEI linear da Polysciences, de modo a evitar contamina¢cées durante o processo de

preparo e grandes variagcdes entre os lotes produzidos.
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Figura 4.18 — Transfeccdo transiente da célula HEK293SF utilizando diferentes
tipos/marcas de PEI linear (25 kDa) nas proporcoes de 1:2 e 1.3 de DNA:PEI
partindo de 1 pg DNA/10° células (n=1). As marcas testadas foram Alfa Aesar,
Polyplus (PElpro) e Polysciences. As células em suspensdo foram cultivadas em
meio SFM4Transfix-293 e em placa de 12 pocos agitada a 120 rpm, mantida em
incubadora umidificada a 37°C, 5% COZ2. A célula ndo transfectada foi usada como
controle negativo.
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Uma vez estabelecido o reagente de transfeccdo nas células HEK293SF,
deu-se inicio as novas condicbes de transfeccdo utiizando o reagente PElpro®
(Polyplus) nas células SK-Hep-1, HKB-11 e Huh-7 adaptadas. Os resultados obtidos
durante o BEPE para a célula HEK293SF mostraram que as razdes de DNA:PEI de
1:2 a 1:4 utilizadas na transfeccdo foram as que mais resultaram em células GFP-
positivas. Portanto, essas propor¢cdes de DNA e PEI foram testadas também para
outras linhagens, partindo de 1 pg DNA/10° células. Outro parametro avaliado foi a
transfeccdo em meio FreeStyle 293 Expression Medium, além do meio
SFMA4Transfx-293 usado anteriormente.

A Figura 4.19 apresenta a transfeccdo transiente das quatro linhagens
utilizadas (HEK293SF, HKB-11, Huh-7 e SK-Hep-1) em meio FreeStyle e
SFMA4Transfx usando as razdes 1:2 a 1:4 de DNA:PEI. A média da porcentagem de
células GFP-positivas 48 horas poés-transfeccdo foi superior no meio FreeStyle em
relacdo a transfeccdo no meio SFM4Transfx em todas as concentracdes de DNA e

PEl usadas para as células HEK293SF, HKB-11 e Huh-7. O mesmo ndo foi
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observado para a célula SK-Hep-1, onde em ambas condicdes foram obtidas
porcentagens semelhantes de células GFP-positivas, variando entre 4,5 a 7%.
Dentre as linhagens avaliadas, a transfeccéo da célula HKB-11 foi a que apresentou
maior diferenca entre os meios utilizados, sendo encontrado de quatro a cinco vezes
mais células expressando a proteina fluorescente no meio FreeStyle quando
comparado ao meio SFM4Transfx, como observado na condigdo 1:2 (49,5% e
11,8%), 1:3 (46,1% e 8,9%) e 1.4 (40,7% e 7,7%), respectivamente. A célula
HEK293SF apresentou de 1,4 a 1,8 vezes mais células fluorescentes no meio
FreeStyle (32,5%, 37% e 32,2%) do que no meio SFM4Transfx (17,3%, 21,4% e
22,5%) nas condicdes 1:2 1:3 e 1:4, respectivamente. Para a célula Huh-7, foi
encontrada uma proporgcéo de 2 a 6 vezes maior em FreeStyle (4,8%, 3,2% e 1%)
guando comparado ao SFM4Transfx (0,8%, 0,9% e 0,5%) nas condicbes 1:2 1:3 e
1:4, respectivamente. Desta forma, para a célula Huh-7 a eficiéncia de transfeccao
observada foi muito baixa em ambos 0s meios analisados, sendo praticamente nula
guando efetuada em meio SFMA4Transfx. Para a célula SK-Hep-1, ndo houve
diferencas significativas de eficiéncia de transfec¢éo entre os meios, porém de forma
analoga a célula Huh-7, a eficiéncia foi baixa e considerada insatisfatéria para dar
prosseguimento ao trabalho, sendo o maior valor encontrado de 7% de células GFP-

positivas na condicdo 1:2 em meio FreeStyle.
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Figura 4.19 — Transfeccéo transiente das células HEK293SF, HKB-11, Huh-7 e SK-
Hep-1 utilizando diferentes proporcdes de DNA (p1054-GFP) e PElpro® (pg/10°
células) e dois meios comerciais, SFM4Transfx e FreeStyle (n=3). As células em
suspensdo foram cultivadas em placa de 12 pogos agitada a 120 rpm em incubadora
umidificada a 37°C, 5% CO2.
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Mesmo com a melhora na eficiéncia de transfeccao transiente apds a troca do
reagente de transfeccdo, os resultados encontrados ndo foram considerados
satisfatorios visando a produgdo do FVII recombinante nas quatro linhagens
estudadas, principalmente nas células SK-Hep-1 e Huh-7. Apesar de ser uma técnica
rapida para expressao transitéria de proteinas, a transfeccéo nao foi eficiente para as
células SK-Hep-1 e Huh-7 em nenhuma das condi¢cbes testadas. O maior valor de
células expressando GFP foi encontrado na condicdo 1:2 de DNA:PElI em meio
FreeStyle para a linhagem HKB-11 (49,5%).

Um novo parémetro foi testado visando melhorar a eficiéncia de transfecgéo
nas células que apresentaram melhores resultados em meio FreeStyle, no caso a
célula HKB-11 e a célula controle HEK293SF (Figura 4.20). Foi avaliada a influéncia
do tempo de incubagdo na formacdo do poliplexos e na eficiéncia de transfeccgéo.
Partindo de 1 pg DNA/10° células e uma razdo de 1:2 de DNA e PEI, foram avaliados
os tempos de incubacédo de 3, 5, 10, 15 e 30 minutos. Foi observado para a célula
HKB-11 que praticamente todos os tempos de incubacé&o apresentaram eficiéncia de
transfeccdo semelhante, cerca de 50% de células GFP-positivas, exceto para o
tempo de 30 minutos, que foi de 41,4%. Em relacdo a célula HEK293SF, foi
observado que os melhores tempos de incubacdo foram de 15 e 30 minutos, com
cerca de 12% de células GFP-positivas ao passo que para 5 e 10 minutos de
incubacdo foi obtido cerca de 9% de células expressando a proteina verde
fluorescente. Desta forma, ndo foi observado melhora significante na porcentagem de
células expressando GFP quando alterado os tempo de incubacdo para formacéo

dos poliplexos, sendo mantido o tempo padréo de 15 minutos.
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Figura 4.20 — Transfeccdo transiente das células HKB-11 e HEK293SF apos a
formacédo dos poliplexos em diferentes tempos de incubacdo (n=1). Foi utilizado o
plasmideo p1l054-GFP e o reagente de transfeccdo PEIlpro® na razdo de 1:2 de
DNA:PEI. As células foram cultivadas em suspensdao em meio FreeStyle e mantidas
em placa de 12 pocos agitada a 120 rpm, incubadas a 37°C, 5% CO2.
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Até o momento, foi utilizado o polimero catibnico PEI para realizar as
transfeccfes. Como algumas células foram dificeis de transfectar com esse reagente,
foi avaliado se os lipossomos catibnicos comerciais FUGENE® HD (Promega),
SuperFect® (QIAGEN) e TurboFect™ (Thermo Scientific) poderiam ser candidatos
superiores para a transfeccdo transiente do que o0 reagente PEl, e
consequentemente, para a producédo do FVII recombinante. Para esse experimento,
a célula HKB-11 foi transfectada em meio FreeStyle com o plasmideo p1054-GFP
nas razbes 1:2, 1:3 e 1:4. Foi observado que a maior eficiéncia de transfeccdo foi
obtida utilizando o reagente FUGENE® HD, obtendo-se 30,2%, 25,2% e 25,0% de
células GFP-positivas para as razdes 1:2, 1:3 e 1:4, respectivamente (Figura 4.21). A
transfeccdo com os reagentes SuperFect® e TurboFect™ apresentou valores
maximos de 22,7% e 16,0% de células GFP-positivas, respectivamente na razao 1:4,
ndo atingindo valores superiores aos encontrados na transfeccdo com o FUGENE®
HD. Porém, mesmo a maior eficiéncia de transfeccdo obtida com o FUGENE® HD foi
inferior a eficiéncia encontrada com PEI na célula HKB-11 em FreeStyle (Figura
4.19).
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Figura 4.21 — Transfeccédo transiente da célula HKB-11 utilizando diferentes marcas
de lipossomos catidnicos usados nas propor¢cdes de 1:2, 1:3 e 1:4 de
DNA:Lipossomo partindo de 1 pg DNA/10° células (n=1). As marcas testadas foram
FUGENE® HD (Promega), SuperFect® (QIAGEN) e TurboFect™ (Thermo Scientific).
As células em suspensdo foram cultivadas em meio FreeStyle e em placa de 12
pocos agitada a 120 rpm, incubadas a 37°C, 5% CO2. A célula ndo transfectada foi
usada como controle negativo.
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Portanto, as quatro células transfectadas com PElpro®, em especial a Huh-7 e
a SK-Hep-1, demonstraram ndo ser facilmente transfectaveis, sendo obtido o valor
maximo de 49,5% de células HKB-11 GFP-positivas. Desta forma, um investimento
maior de tempo para uma efetiva otimizacdo do processo seria necessario. Sendo
assim, optou-se por avaliar o potencial de producdo de proteinas recombinantes nas
células adaptadas utilizando a técnica de transducdo lentiviral, estabelecendo,

portanto, linhagens que expressam de forma continua e estavel o FVII recombinante.

4.5 Avaliacdo do potencial de producdo de proteina recombinante por

transducéao lentiviral

As particulas lentivirais foram produzidas por tripla co-transfeccdo usando os
plasmideos pCMV AR 8.91, pVSV-G e o plasmideo contendo o transgene de

interesse (FVII). As células adaptadas SK-Hep-1, HKB-11 e Huh-7 juntamente com a
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célula HEK 293SF foram transduzidas com uma multiplicidade de infeccdo (MOI,
Multiplicity of infection) de 1 particula infecciosa por célula, para avaliar a eficiéncia
de transducéo. Apos a transducdo, o meio de tranducao foi trocado por CDM4CHO,
exceto para a célula Huh-7, no qual foi usado o CD293-AGT. Apos a troca de meio,
as células foram incubadas por mais 48 horas a 37°C e 120 rpm. Posteriomente, a
fluorescéncia das células transduzidas foi analisada por citometria de fluxo durante

algumas passagens (P), como mostra a Figura 4.22.

Figura 4.22 — Percentual das células HKB-11, SK-Hep-1, Huh-7 e 293SF
expressando GFP apds a transducdo com o lentivirus contendo o transgene do fator
VIl da coagulacdo sanguinea e o marcador GFP (n=1). A fluorescéncia das células
foi analisada por citometria de fluxo. As células HKB-11, SK-Hep-1 e 293SF foram
cultivadas em meio CDM4CHO, a célula Huh-7 em meio CD293-AGT e ambas foram
mantidas em placa de 12 poc¢os incubadas a 37°C, 5% CO2.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Comparando a Figura 4.19 e a Figura 4.22, observou-se que a transducao
com lentivirus foi mais eficiente do que a transfeccdo transiente para as células
estudadas, uma vez que o minimo de células GFP-positivas obtidas utilizando
lentivirus foi de 35%, inclusive para células que apresentaram baixa eficiéncia de
transfeccdo, como a SK-Hep-1 e a Huh-7. Além disso, as células transduzidas

mantiveram a expressdo da proteina GFP por mais de 15 passagens apds o0
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processo de transformacdo, indicando que ndo houve perda de expresséo
significativa durante o tempo e que o gene de interesse foi integrado ao genoma das
células.

Apés essa primeira transducdo, as células modificadas foram submetidas a
um processo de selecdo visando obter uma populacdo homogénea. Deste modo, as
células HKB-11-F7, SK-Hep-1-F7, Huh-7-F7 e 293SF-F7 que estavam nas
passagens P16, P15, P17 e P17, respectivamente, foram submetidas ao processo
de sorting em citbmetro de fluxo BD FACSAria Il (BD Biosciences) usando a gate
GFP FITC-A. A Tabela 4.5 mostra a quantidade de célula inicial e final no processo

de FACS e seus respectivos rendimentos.

Tabela 4.5 - Rendimento da separagdo de células GFP-positivas pela técnica FACS
realizada no citbmetro de fluxo BD FACSAria Ill. Nimero de células GFP-positivas
pré (inicial) e pos (final) o processo de separacao por citometria de fluxo.

Linhagem celular % células GFP-positivas % células GFP-positivas

(pré-sorting) (p6s-sorting)
SK-Hep-1-F7 39,0 95-100
Huh-7-F7 44,8 95-100
HKB-11-F7 59,1 95-100
293SF-F7 47,0 95-100

Fonte: Dados da pesquisa.

Foram obtidas apds o processo de enriquecimento 2 x 10°, 3,5 x 10°, 5 x 10°
e 3 x 10° células com elevada producéo da proteina repérter GFP, para as células
SK-Hep-1-F7, Huh-7-F7, HKB-11-F7 e 293SF-F7, respectivamente. Nas populacdes
obtidas, a porcentagem de células GFP-positivas variou entre 95 e 100% (Tabela
4.5).

A Figura 4.23 mostra o perfil da populacdo de células enriquecidas por
citometria de fluxo. Foi observado que para todas as linhagens, a maior parte das
células GFP-positivas apresentou intensidade média de fluorescéncia (IMF) de GFP
variando entre 10° e 10* (10 mil eventos). Vale ressaltar que foi detectada uma maior
porcentagem de células GFP-positivas com IMF de 10* nas células Huh-7-F7 e
293SF-F7.
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Figura 4.23 — Perfil da populacdo de células HKB-11-F7, SK-Hep-1-F7, Huh-7-F7 e
293SF-F7 enriguecidas pelo BD FACSAria lll.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A porcentagem de células GFP-positivas foi acompanhada por mais 8
passagens apos o0 enriquecimento por citometria de fluxo, conforme apresentado na
Figura 4.24. A manutencdo das células expressando a proteina repoérter GFP seria
um bom indicativo de estabilidade da transducédo e possivel expressdo do FVII da
coagulacgao.
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Figura 4.24 — Percentual de células GFP-positivas transduzidas com o lentivirus
contendo o transgene do fator VIl da coagulacdo sanguinea e marcador GFP em
passagens posteriores ao enriquecimento por citometria de fluxo. As células foram
mantidas em placa de T75 ndo tratadas em incubadora umidificada a 37°C, 5% CO..
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Fonte: Dados da pesquisa.

Apbs 8 passagens, foi observado um decaimento na porcentagem de células
GFP-positivas para as quatro linhagens transduzidas, sendo obtidos 68%, 78%,
74% e 63% de células GFP-positivas para as células HKB-11, SK-Hep-1, Huh-7 e
293SF, respectivamente. Deste modo, verificou-se uma perda de aproximadamente
18% a 33% de células fluorescentes apOs algumas passagens subsequentes ao
processo de enriquecimento. Devido a esta perda, um segundo FACS foi realizado
para as 4 células que passaram pelo primeiro processo de sorting, com o objetivo de
melhorar a propor¢cdo de células expressando GFP, sendo obtido enriquecimento

superior a 90% de células GFP-positivas para todas as linhagens (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6 — Porcentual de células GFP-positivas pré e pds segundo processo de
FACS realizado por citometria de fluxo (BD FACSAria Ill).

Linhagem celular % células GFP-positivas % células GFP-positivas
(Primeiro sorting) (Segundo sorting)
SK-Hep-1-F7 71,1 90,6
Huh-7-F7 51,5 95,4
HKB-11-F7 84,5 95,8
293SF-F7 81,9 96,0

Fonte: Dados da pesquisa.

A populacdo resultante da segunda selecdo por FACS (Figura 4.25C)
apresentou um perfil mais homogéneo de células com intensidade média de
fluorescéncia entre 10° e 10* quando comparada com a populacdo do primeiro
sorting (Figura 4.25B). Esta melhora ficou mais evidente na célula Huh-7, a qual
apresentava duas populacdes, sendo uma delas de expressdo semelhante ao
controle negativo de células ndo transfectadas, o que refletiu na baixa porcentagem
de células expressando GFP (51,5%). A célula SK-Hep-1 também apresentou uma
melhora no perfil de células expressando mais intensamente o GFP, sendo

observada uma quantidade maior de células com IMF maior que 10°.
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Figura 4.25 — Perfil da populacdo de células GFP-positivas apds o0 processo de
FACS realizado por citometria de fluxo (BD FACSAria IllI). (A) Células nao-
transduzidas; (B) Ceélulas ap0s um processo de FACS; (C) Células apos dois
processos de FACS.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As células que foram submetidas ao segundo processo de FACS foram
utilizadas para dar prosseguimento aos experimentos visando a producdo do FVII
recombinante. Para isso, essas células foram expandidas para formacdo de um

banco mestre e de trabalho.

4.5.1 Numero de copias integradas apo6s 1° ciclo de transducéo

O DNA das células nao transduzidas (controle negativo) e transduzidas com
um ciclo de transducéo viral e enriquecidas duas vezes no processo de sorting foi
extraido utilizando o DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN). Para a reacao de PCR,
foram preparadas duas curvas de calibracdo, uma relacionada ao vetor pl054
contendo a sequencia LTR e outra ao gene endodgeno da B-actina extraido da célula
SK-Hep-1 ndo transduzida. ApGs a adicdo dos pontos da curva, das amostras e da
solucdo contendo as sondas de regido LTR e os oligonucleotideos iniciadores
especificos (primers) nos pocos da placa, o PCR foi realizado. Foram obtidos
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produtos amplificados de DNA em todas as células transduzidas, sendo encontrados
para as células SK-Hep-1-F7, Huh-7-F7, HKB-1-F7 e 293SF-F7 os valores de 5,8;

0,9; 0,8 e 3,8 copias virais por célula, respectivamente (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 — Numero de cOpias virais integradas no genoma das células humanas
transduzidas com lentivirus contendo o plasmidio p1054-FVII.

Linhagem celular Numero de cOpias virais/célula
SK-Hep-1-F7 5,8
Huh-7-F7 0,9
HKB-11-F7 0,8
293SF-F7 3,8

Fonte: Dados da pesquisa.

4.5.2 Adaptacdo das células em meio contendo vitamina K

O fator VII € uma proteina dependente de vitamina K, fundamental para sua
atividade biologica. E comumente utilizada na concentracdo de 5 a 10 pg/mL em
células cultivadas em meios contendo SFB (BERKNER et al., 1993; BOHM et al.,
2015; FREITAS et al., 2017). No entanto, por se tratar de um composto citotoxico,
geralmente € utilizado em uma concentracdo menor quando 0 meio ndao €
suplementado com soro fetal bovino (BERKNER et al., 1993). Desta forma, antes de
iniciar a produgcé@o de FVII recombinante, o efeito citotdxico da vitamina K foi avaliado
adicionando-a nos meios livres de soro em uma concentracdo de 5 pg/mL (Figura
4.26). As células Huh-7-F7 e 293SF-F7 apresentaram queda de viabilidade e morte
celular desde o inicio do cultivo, sendo que em 72 horas ambas as células ja
possuiam viabilidade menor que 20% (Fig. 4.26B). Apenas a célula SK-Hep-1-F7
manteve viabilidade acima de 80% durante as 96 horas de cultivo. A célula HKB-11-
F7 manteve viabilidade acima de 70% durante as primeiras 72 horas de cultivo, no
entanto, houve uma queda de viabilidade até 61,4% em 96h. Em todas as células, foi
observada uma queda de viabilidade em 24 horas, porém, apenas as células HKB-
11-F7 e SK-Hep-1-F7 recuperaram essa viabilidade durante o tempo de cultivo. Com
relacdo ao crescimento celular, nenhuma das células apresentou crescimento
superior ao indculo inicial de cerca de 1 x 10° células viaveis/mL (Fig. 4.26A),

indicando o efeito citotdxico da vitamina K.
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Figura 4.26 — Curvas de crescimento (A) e viabilidade celular (B) em meios livres de
soro fetal bovino ap6s a adi¢do de 5 pg/mL de vitamina K.
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Fonte: Dados da pesquisa

Apoés esta etapa, uma avaliacdo da citotoxicidade foi realizada pelo aluno de
mestrado Tarik dos Reis Heluy com todas as células utilizando as concentracfes de
0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 pg vitamina K /mL, na qual foi observado que o cultivo da célula
293SF suplementado com 1 pg/mL de vitamina K ndo apresentou queda de
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viabilidade. No caso da célula Huh-7, foi observado queda de viabilidade com uma
suplementacdo de 0,2 pg/mL de vitamina K no meio (dados ndo mostrados). A
concentragdo de vitamina K no cultivo foi reduzida para 0,1 pg/mL, ndo sendo
observados sinais de citotoxicidade, como queda de viabilidade ou auséncia de
crescimento. Desta forma, com excecdo da célula Huh-7 que foi mantida em meio
suplementado com 0,1 pg/mL de vitamina K, as linhagens 293SF, HKB-11 e SK-Hep-
1 foram cultivadas em meio suplementado com 1 pg/mL de vitamina K para avaliacao

da producédo de FVII recombinante.

4.5.3 Avaliacdo da producédo de FVII recombinante pelas células adaptadas para
suspensado e em meio livre de soro suplementado com vitamina K no 1° ciclo

de transducéao

As quatro linhagens celulares cultivadas em meio livre de soro e
suplementadas com vitamina K foram avaliadas com relagdo a producédo do FVII da
coagulacdo por 4 dias, partindo de um X, de 1 x 10° células/mL. Inicialmente foram
testados por ELISA apenas o sobrenadante obtido em 48 horas, uma vez que o fator
VII possui um tempo de meia-vida reduzido. Apdés realizar o teste ELISA ndo foi
verificado em nenhum dos sobrenadantes das 4 células a presenca de FVII
recombinante. Sendo assim, como nao foi observada producdo do FVIIr pelo teste
ELISA e como o nimero de copias virais integradas no genoma da célula foi baixo,
um segundo ciclo de transducgéo foi realizado.

4.5.4 Segundo ciclo de transducao lentiviral contendo o fator FVII da coagulagéo

As células humanas inicialmente transduzidas com MOI de 1 virus/célula e
que passaram por dois processos de sorting por citometria de fluxo foram
submetidas a um novo ciclo de transdugdo com MOI de 2 virus/célula. A expressao
de células GFP-positivas foi avaliada por citometria de fluxo e comparada com os

valores obtidos no primeiro ciclo de transducdo, conforme Figura 4.27.
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Figura 4.27 — Perfil da populacdo de células GFP-positivas apos ciclos de
transducédo por lentivirus contendo o gene do fator VII da coagulacdo sanguinea e o
marcador GFP analisado por citometria de fluxo. (A) Células nédo-transduzidas; (B)
Células transduzidas com um ciclo (MOl = 1); (C) Células transduzidas com um
segundo ciclo (MOI = 2).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Foi observado que para as células SK-Hep-1, Huh-7 e HKB-11 houve um
aumento na intensidade média de fluorescéncia nas células modificadas com um
segundo ciclo de transducédo (F7-2C) em cerca de 10 vezes. Em alguns casos, como
a HKB-11-F7-2C, foi observada um aumento de homogeneidade da populacdo de
células GFP-positivas, além do incremento na IMF para valores entre 10° e 10*. Por
outro lado, o aumento da homogeneidade e IMF ndo foram observados na populacao
da célula 293SF-F7-2C, a qual apresentou baixo nimero de células GFP-positivas.
As células geradas apds segundo ciclo de transducdo com LV-F7 podem ser
visualizadas por microscopia optica de fluorescéncia no aumento de 10 vezes na
Figura 4.28.
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Figura 4.28 — Microscopia 6ptica de fluorescéncia das células SK-Hep-1, Huh-7,
HKB-11 e 293SF apds o segundo ciclo de transducdo. Fotos em microscépio éptico
de contraste de fases (A) e em microscopio optico de fluorescéncia (B) no aumento
de 10 vezes das células transduzidas.
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Fonte: Imagem do autor.

4.5.5 Expressdo do RNA mensageiro do FVII recombinante

O RNA das quatro linhagens transduzidas foi extraido pelo RNeasy Mini kit
(QIAGEN). Uma reacao de transcricdo reversa seguida de PCR para a analise de
expressao do fator VII foi realizada, utiizando como controle interno da reagdo o
gene enddgeno B-actina. Por se tratar de uma expressao relativa, os valores obtidos
dos ciclos de termociclagem (Ct, Cycle Threshold) das células transduzidas foram
corrigidos e comparados com relacdo ao valor de Ct obtido na célula ndo
transduzida, a qual foi designada valor de 1. Conforme mostra a Tabela 4.8 e Figura
4.29, dessa reacdo de amplificacao foi obtida que, das células transduzidas com um
ciclo, apenas as células Huh-7-F7 e 293SF-F7 apresentaram expressado relativa de
FVilr  significativamente  superior as mesmas células ndo transduzidas,
respectivamente 13700,02 e 58146,11 vezes. A expressao relativa da célula HKB-11-
F7 em comparacdo a sua correspondente ndo transduzida indicou que a célula com
um ciclo de transducdo e 0,8 copias virais/célula ndo foi suficiente para expressar
RNAmM do fator VIl da coagulagdo recombinante. Com relagdo ao segundo ciclo das

células transduzidas, as células HKB-11, 293SF e Huh-7 apresentaram expressao
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relativa de 749,88 x 103 87,74 x 10° e 55,15 x 10° vezes maior que a célula néo
transduzida, respectivamente. Vale destacar que dentre as células analisadas, a
expressao relativa de RNAm da célula HKB-11-F7-2C foi a maior e cerca de 800 mil
vezes superior a sua correspondente ndo transduzida. Comparando a expressao
relativa de RNAm no 1° ciclo das células Huh-7 e 293SF, foi observado que a Huh-7-
F7-2C e a 293SF-F7-2C apresentaram um aumento de 302% e 51% na expressao
de RNAmM em comparacao com as células do primeiro ciclo, respectivamente. Sendo
assim, verificou-se que o segundo ciclo de transducdo aumentou a expressao relativa
do RNA mensageiro do FVIIr das células Huh-7-F7, HKB-11-F7 e 293SF-F7, em
especial a da HKB-11-F7. A célula SK-Hep-1 apresentou contaminacdo da amostra,
uma vez que a expressdo de RNAm do FVIIr da célula ndo transduzida foi similar a
expressao da célula no segundo ciclo, o que ndo corresponde a porcentagem mais
elevada de células GFP-positivas e maior IMF observada no 2° ciclo (Figura 4.27 e
Figura 4.29). Desta forma, ndo foi possivel comparar o nivel de expresséo relativa do
RNAmM do FVIIr na célula SK-Hep-1.

Tabela 4.8 — Expressao relativa de FVII recombinante analisada por RT-PCR das
células SK-Hep-1, Huh-7, HKB-11 e 293SF transduzidas e nado transduzidas com
lentivirus contendo o gene para a proteina recombinante.

Expresséo Relativa de RNAm de FVIIr

Linhagem (Relativo & célula ndo transduzida = 1)
celular Nao Transduzida 1° Ciclo 2° Ciclo
SK-Hep-1* 1,00 0,43 1,53
Huh-7 1,00 13,70 x 10° 55,15 x 10°
HKB-11 1,00 0,04 749,88 x 10°
293SF 1,00 58,15 x 10° 87,74 x 10°

Fonte: Dados da pesquisa.
*Contaminacdo da amostra.
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Figura 4.29 — Expressao relativa de FVII recombinante analisada por RT-PCR das células (A)* SK-Hep-1, (B) Huh-7, (C) HKB-11
e (D) 293SF néo transduzidas e transduzidas com o lentivirus contendo o gene do fator VIl da coagulagdo sanguinea e o marcador
GFP com um e dois ciclos. A expressdo das células transduzidas foi comparada com a expressdo da ceélula ndo transduzida, a
qual recebeu o valor de expressao relativa de 1.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A expressdo de RNA mensageiro do FVIIr € um bom indicativo de
producdo de proteina, mas ndo necessariamente o RNAmM produzido sera
traduzido em proteina recombinante. Para tanto, um ensaio ELISA foi realizado

para verificar a produtividade das células transduzidas no 2° ciclo.

4.5.6 Avaliacdo da produgcdo de FVII recombinante pelas células adaptadas
para suspensdo e em meio livre de soro suplementado com vitamina K

no 2° ciclo de transducéao

As quatro linhagens celulares transduzidas no segundo ciclo foram
cultivadas em meio livre de SFB e suplementadas com vitamina por 4 dias,
partindo de uma concentracdo inicial de X, de 1 x 10° células/mL. Foram
analisados por ELISA apenas o sobrenadante obtido em 48 horas de cultivo, em
duplicata de pocos. Como a concentragcdo da amostra pura de algumas células
foi superior ao limite da curva, os valores apresentados na Tabela 4.9 e na
Figura 4.30 sao referentes a amostra diluida 1:2. Foi observado que das células
transduzidas com o 2° ciclo, a HKB-11-F7-2C e a SK-Hep-1-F7-2C foram as
gque apresentaram maior producédo de FVIIr, respectivamente 240,96 (DP 0,29)
ng/mL e 217,42 (DP 31,82) ng/mL. As células 293SF-F7-2C e Huh-7-F7-2C
apresentaram 93,46 (DP 2,06) ng/mL e 78,4 (DP 6,78) ng/mL de FVlIr, ou seja,
valores mais de duas vezes menores que as linhagens HKB-11 e SK-Hep-1.
Vale destacar que a célula Huh-7 transduzida com o 2° ciclo foi cultivada com
10 vezes menos vitamina K do que as demais células, em uma concentracdo de
0,1 pg vitamina K/mL por razdes de citotoxicidade. A concentragdo de vitamina
K pode influenciar a expressdo do RNA mensageiro do Fator VII recombinante
(KANG et al., 2016; FREITAS et al., 2017).
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Figura 4.30 — Quantificagdo por ELISA do sobrenadante das células
transduzidas com o lentivirus contendo o gene do fator VII da coagulacdo
sanguinea. As amostras foram obtidas apds 48 horas de cultivo e analisadas
em duplicatas de pocgos (n=1).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Comparando a expressdo de RNAm (Tabela 4.8) com a producdo de
FVIIr pelas células transduzidas (Tabela 4.9), pode-se notar que as células
293SF e Huh-7 transduzidas no primeiro ciclo apresentaram expressao relativa
de RNAm de 58,15 x 10° e 13,70 x 10°, respectivamente, mas 0 mesmo n&o foi
traduzido em FVIIr, uma vez que nenhuma concentracdo foi detectada pelo
ELISA, sendo o limite minimo detectavel pelo kit de aproximadamente 6 ng/mL.
No caso da 293SF-F7-2C, houve um aumento de 51% na expressao relativa de
RNAmM em relagdo a célula com um ciclo de transducdo, sendo este aumento
suficiente para a produgdo de FVIIr. Comportamento similar foi observado na
célula Huh-7, onde no primeiro ciclo ndo foi detectado FVIIr no sobrenadante do
cultivo apesar de ser observada a expressao relativa de RNAm. O aumento de
302% na expressdo relativa de RNAm da Huh-7-F7-2C foi suficiente para
detectar a producéo de 78,46 (DP 6,78) ng/mL de FVIIr.
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Tabela 4.9 — Quantificacdo por ELISA da producdo de FVII da coagulacéo
recombinante total das células SK-Hep-1, Huh-7, HKB-11 e 293SF transduzidas
com lentivirus contendo o gene para a proteina recombinante. As amostras
foram obtidas apd6s 48 horas de cultivo e analisadas em duplicatas de pogos
(n=1).

Fator VIl recombinante total (ng/mL)

Linhagem celular 2° Ciclo
SK-Hep-1 217,42 (DP 31,82)
Huh-7 78,46 (DP 6,78)
HKB-11 240,96 (DP 0,29)
293SF 93,46 (DP 2,06)

Fonte: Dados da pesquisa.

O estudo de Wajih e colaboradores (2008) avaliaram a influencia da
coexpressao da enzima VKORCL1, responsavel pela reciclagem da vitamina K, e
a inibicho permanente da caluminina, proteina inibidora da gama-
glutamilcarboxilase, na producdo de FVIIr em células HEK 293 cultivadas em
meio livre de SFB. Foram geradas células HEK 293 produtoras expressando:
somente o FVIIr, o FVIIr e VKORC1 e expressando o FVlir, a VKORC1 e
diferentes constructos contendo a caluminina. A HEK 293 modificada apenas
com o vetor contendo o FVIIr expressou 228 ng/mL de FVIIr (20 ng/mL ativo), a
HEK 293 modificada com FVIIr e VKORC1 expressou 230 ng/mL de FVIIr (67
ng/mL ativo) e a célula modificada com FVIIr, VKORC1 e inibicdo de caluminina
do melhor constructo geraram 193 ng/ml de FVIIr (132 ng/mL ativo).

Em 2009, Halabian e colaboradores testaram a expressdao do FVII
fusionado com uma calda de histidina na célula de mamifero CHO cultivada em
RPMI-1640 suplementada com 10% SFB. Apds gerar a célula produtora de
FVII, os autores obtiveram cerca de 500 ng/mL de FVIIr total no meio.

O trabalho de Freitas e colaboradores (2017) mostrou a expressédo do
FVIIr nas células SK-Hep-1-FVII, HKB-11-FVII, HepG2-FVIlI e BHK-21-FVII em
48 horas de cultivo em culturas estaticas contendo SFB. Foram obtidos para as
células HepG2-FVII, SK-Hep-1-FVIl, HKB-11-FVII e BHK-21-FVII,
respectivamente, 1176,57 ng/mL, 702,36 ng/mL, 585,44 ng/mL e 222,60 ng/mL.

Os valores de FVIIr encontrados para as células SK-Hep-1 e HKB-11

foram similares aos valores encontrados por Wajih e colaboradores (2008) em
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cerca de 200 ng/mL, apesar da célula. No entanto, o valor de producéo foi duas
vezes menor para a ceélula HEK 293. Os valores obtidos por Halabian e
colaboradores na célula CHO foram cerca de 2 vezes maior aos valores obtidos
pela célula HKB-11-FVII. Os valores de FVIIr encontrados no trabalho de Freitas
e colaboradores (2017) para as células SK-Hep-1 e HKB-11 cultivadas em meio
com soro foram 3,2 e 2,4 vezes superior aos encontrados para as células
cultivadas em meios livres de SFB (Tabela 4.9). As duas células mais
produtoras de FVIIr encontrado neste trabalho apresentaram valores foram
similares de producdo as obtidas para a célula BHK-21, célula produtora do FVII
recombinante comercial NovoSeven® (Novo Nordisk). Porém muito abaixo da
célula hepatica HepG2-FVII, que foi superior em cerca de 5 vezes. Desta forma,
foi observado que os cultivos aderentes e com soro produziram uma quantidade
cerca de 2 a 3 vezes maior de fator VII da coagulacdo recombinante na mesma

célula cultivada em meio sem soro e em suspensao.

4.6 Analise protebmica das células antes e depois da adaptacéao
para crescimento em meios livres de SFB e suspenséo

Com o intuito de melhor compreender as alteracdes celulares durante a
adaptacdo aos cultivos em meios livres de SFB e em suspensdo e o0s
mecanismos celulares relacionados a este processo, um estudo protedmico foi
realizado em colaboracdo com o Prof. Dr. Hamilton Cabral, do Laboratorio de
Tecnologia Enzimatica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo, e os professores Loic Quinton e Edwin
De Pauw do Laboratoério de Espectrometria de Massas, Universidade de Liege,
Bélgica. Para compreender este processo de adaptacdo, as ferramentas
protedmicas foram utilizadas para obter informacdes sobre as alteracbes de
proteinas intracelulares e proteinas secretadas. Foram realizadas triplicatas
biolégicas das linhagens celulares humanas SK-Hep-1, Huh-7 e HKB-11 antes

e depois da adaptacao.
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4.6.1 Analise protedmica da adaptacao da célula SK-Hep-1

Apés a focalizacdo isoelétrica das amostras da célula SK-Hep-1 néo
adaptada e adaptada, o gel bidimensional com gradiente linear de pH
imobilizado (pH 3-10, 13 cm) foi preparado (Figura 4.31). As manchas escuras
no gel (spots) indicam a abundancia da proteina na célula. Foi possivel notar
gque a maioria dos spots encontrados em ambas as condi¢cdes estavam na faixa

de pH entre 5 e 8 e massa molecular entre 31 e 76 kDa.
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Figura 4.31 - Eletroforese bidimensional das proteinas intracelulares extraidas de células humanas adaptadas e ndo adaptadas ao
cultivo livre de soro fetal bovino. (A) SK-Hep-1 ndo adaptada e (B) SK-Hep-1 adaptada. Padrdo do marcador de massa molecular
Amersham ECL Full-Range Rainbow com bandas em 225, 150, 102, 76, 52, 38, 31, 24,17 e 12 kDa. Foi adicionado 180 ug de
proteina total ao gel com gradiente linear de pH imobilizado (pH 3-10, 13 cm). Os géis foram realizados em triplicatas (n=3) e
corados com solucdo de Coomassie coloidal G-250.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A analise protedmica das células SK-Hep-1 identificou um total de 1073 (DP
111) e 1024 (DP 163) spots nas culturas ndo adaptadas e adaptadas,
respectivamente (Tabela 4.10). Apresentaram correspondéncia entre as condigbes
871 (DP 116) spots das proteinas extraidas da célula ndo adaptada e 691 (DP 153)
spots da célula adaptada. Dentre os spots correspondentes, 134 destes foram
significantes, ou seja, com nivel de abundancia (fold) maior ou igual a 2 e teste
ANOVA com nivel de significancia (a) igual a 0,05. O nivel de abundéancia é relativo
a razao entre as abundancias encontradas em duas condi¢cdes diferentes, sempre
considerando a maior abundancia dividida pela menor. Além disso, foram
observados 202 (DP 21) e 333 (DP 266) spots exclusivos da condicdo ndo adaptada

e adaptada, respectivamente.

Tabela 4.10. Numero de spots detectados no gel bidimensional apds eletroforese
das proteinas intracelulares extraidas da célula SK-Hep-1 ndo adaptada e adaptada
ao cultivo em meio livre de soro fetal bovino e em suspensdo (n=3). O nivel de
abundéancia é relativo a razdo entre o maior e menor valor de abundancia da
proteina identificada nas duas condi¢bes avaliadas.

Spots
SK-Hep-1 Total Correspondentes Exclusivos
Nao adaptada/aderida 1073 (DP 111) 871 (DP 116) 202 (DP 21)
Adaptada/suspenséo 1024 (DP 163) 691 (DP 153) 333 (DP 266)
Nivel de abundéancia 2 2 134

Fonte: Dados da pesquisa.

Foram selecionados 54 spots estatisticamente significantes (p < 0,05)
baseados na exclusividade e abundancia relativa de ambas as condi¢cdes de cultivo,
para serem submetidos a andlise por espectrometria de massas. Das amostras
enviadas para andlise, foram identificadas 42 amostras para as células SK-Hep-1
adaptadas e ndo adaptadas (Tabela 4.11). As proteinas identificadas foram
classificadas em 3 grupos: maior abundancia ou exclusivas da célula SK-Hep-1 néo
adaptada ao cultivo livre de SFB e aderente (grupo 1), abundancia similar (fold <
1,5) em ambas as condi¢cdes (grupo 2), maior abundancia ou exclusivas da célula
SK-Hep-1 adaptada ao cultivo livre de SFB e em suspensao (grupo 3).
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Tabela 4.11. Lista de proteinas intracelulares identificadas apO6s analise por espectrometria de massas. As proteinas foram
classificadas em trés grupos: maior abundancia ou exclusivas da célula SK-Hep-1 ndo adaptada ao cultivo livre de SFB (Grupo 1),
abundancia similar em ambas as condi¢ées (Grupo 2), maior abundancia ou exclusivas da célula SK-Hep-1 adaptada ao cultivo
livre de SFB (Grupo 3).

C(?)rrﬁpsc:)rlo Cédigo Fold Proteina Acesso  Escore M(ale;)a pl Cob(%/rot)ura
871 Citrate synthase, mitochondrial CS 113 41 8,2 5
868 Keratin, type | cytoskeletal 19 KRT19 210 37 51 9
Protein-glutamine gamma-
882 glutamyltransferase 2 TGM2 312 73 5,3 8
377 23 igts)upr)lz?aefsome non-ATPase regulatory PSMD11 157 43 6.6 8
235 2,2 60S acidic ribosomal protein PO-like RPLPO 192 33 6,3 13
Maior 388 2,3 Elongation factor 1-gamma EEF1G 156 44 6,8 8
abundancia  692* 2,1 Elongation factor 2 EEF2 104 84 7,4 16
e exclusivas 622 1,7 Ezrin EZR 95 72 6,6
423 8,7 Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 283 48 5,7
434 2,0 Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 497 48 58 11
251 2,0  Nucleophosmin NPM1 265 33 4,9 11
548* 9,7 Prelamin-A/C LMNA 93 61 6,2 18
472 1,6 Protein disulfide-isomerase P4HB 300 52 4,7
303 2,8 Spermine synthase SMS 82 37 4,9 8

52 12,6  Superoxide dismutase [Mn], SOD2 96 17 7,6 12
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494 2,7 Tyrosine--tRNA ligase, cytoplasmic YARS 63 55 7,3 5
403 1,6 Vimentin VIM 325 45 4,9 10
723* 1,7 Vinculin VCL 61 96 6,4 5
Grupo 2 Cédigo Fold Proteina Acesso  Escore Massa pl Cobertura
(Da) (%)
380 1,5 26S protease regulatory subunit 7 PSMC2 180 43 6,1 8
198 1,3 Inorganic pyrophosphatase PPA1 150 30 5,8 15
585 1,4  Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9 493 65 5,7 9
538 1,5 T-complex protein 1 subunit gamma CCT3 148 60 6,6 6
514 1,2 T-complex protein 1 subunit zeta CCT6A 74 57 6,9 10
440* 1,3 Xaa-Pro dipeptidase PEPD 89 50 6,1 17
Alpha-aminoadipic semialdehyde
Abundancia 441 1,4 dehydrogenase ALDH7Al 75 50 7,0 5
similar 397 1,4 Alpha-enolase ENO1 461 44 7,5 13
148 1,5 Chloride intracellular channel protein 1 CLIC1 330 26 53 17
347 1,2 Elongation factor Tu, mitochondrial TUFM 189 40 7,1
103 1,5 Heat shock protein beta-1 HSPB1 144 22 5,8
520 1,4 ES;eangiggfgfeig“}g'ear HNRNPK 175 57 5,5 6
66 1,3 Protein DJ-1 PARKY7 65 18 6,5 17
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518* 1,5 Ribosomal protein S6 kinase alpha-2 RHEBL1 71 58 58 13
493 1,2 T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5 82 55 5,8 6
S(-Z:#Ps%rao Cddigo Fold Proteina Acesso  Escore MFIS;)& pl Cob(eo/rot)ura

749 Ferritin light chain FTL 131 15 57 8

256 1,7 Annexin Al ANXA1 440 34 7,0 15

449 2,2 Endoplasmin HSPO0B1 210 50 4,8 4

381 1,9 Fumarate hydratase, mitochondrial FH 136 42 7,8 8

Maior 4 2,5 Galectin-1 LGALS1 116 11 5,1 11
abundéancia Heterogeneous nuclear

e exclusivas 516 1,9 ribonucleoprotein K HNRNPK 241 56 54 7
Heterogeneous nuclear

519 1,8 ribonucleoprotein K HNRNPK 167 57 5,3 6

453 1,6 Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 72 51 5,6 4

23 1,8 Stathmin 1 STMN1 154 13 5,9 16

Fold: nivel de abundancia.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Dentre as proteinas identificadas para a célula SK-Hep-1, foram encontradas
proteinas do citoesqueleto (queratina e vimentina), da via glicolitica (citrato sintetase,
a-enolase e fumarato hidratase), antioxidantes (superoxido dismutase), chaperonas
(endoplasmina, proteinas de choque térmico), ribonucleoproteinas, entre outras.

Foram identificadas 15 proteinas com maior abundancia e 3 exclusivas na
célula ndo adaptada (grupo 1). Entre as exclusivas foram encontradas a citrato
sintase, mitocondrial (CS), a queratina tipo | do citoesqueleto (KRT19) e a protein-
glutamine gamma-glutamyltransferase 2 (TGM2). No entanto, a proteina CS é uma
enzima presente no ciclo do acido tricarboxilico e encontrada em praticamente todas
as células que utilizam moléculas de oxigénio para gerar energia. A KRT19 é uma
gueratina estrutural comumente encontrada em células epiteliais. Desta forma,
apesar de serem consideradas exclusivas, tanto a CS como a KRT19 sdo proteinas
comumente encontradas em células, e desta forma, também estardo presentes nas
células SK-Hep-1 adaptadas, apesar de ndo terem sido identificadas dentre as 54
amostras enviadas.

Dentre as proteinas identificadas nas células SK-Hep-1 adaptadas (grupo 3),
foi possivel obter 8 proteinas com maior abundancia e 1 exclusiva para essa
condicdo. A Unica proteina exclusiva identificada, a cadeia leve da ferritina (FTL), é
uma proteina relacionada a manutencdo do estoque e transporte de ferro dentro das
células. O ferro na forma livre é tOxico para a célula, uma vez que pode agir como
catalisador para a formacgéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo assim, a
ferritina age na resposta ao estresse oxidativo (ORINO et al., 2001). No entanto, a

s

ferritina € considerada uma proteina intracelular universal e ndo exclusiva de uma
célula ou condicdo. A expressdo do gene da ferritina é dependente das
concentragbes de ferro no cultivo. O meio utilizado para o cultivo da célula ndo
adaptada, o DMEM (Gibco®, Catalogo 12800), possui 0,1 mg/L de nitrato férrico
(Fe(NO3z); 9H,0) na sua formulagao conforme especificacdo dos fabricantes. Deste
modo, como o ion ferro foi fornecido no meio de cultura, a proteina ferritina
provavelmente também estava presente nas células ndo adaptadas, apesar de nao
ter sido detectada nas amostras enviadas para a analise por espectrometria de
massas.

Dentre as 8 proteinas identificadas ndo exclusivas mas com elevado nivel de
abundancia na célula adaptada em relacdo as células ndo adaptadas, a

endoplasmina (HSP90B1) e galectina-1 (LGALS1) se destacaram pelo seu maior
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nivel de abundancia (fold > 2). A galectina-1 (LGALS1), pertencente a familia das
proteinas que se ligam a B-galactosideos, foi a proteina intracelular com maior
abundancia (fold = 2,5) identificada nas células SK-Hep-1 adaptadas. A galectina-1
age em diversos processos celulares, como inducdo de apoptose em células T,
adesdo de componentes da matriz extracelular in vitro, regulagcdo do crescimento
celular e esta presente tanto no nicleo como no citoplasma da célula. Além disso, a
galectina-1, juntamente com a galectina-3, sdo fatores necessarios para o
processamento da molécula de RNA (splicing) e estdo associados com
ribonucleoproteinas e o spliceossomo (HAUDEK et al., 2010). Outro fator
interessante € que a LGALS1 também estd relacionada com o ancoramento de
membrana do oncogene H-Ras e pode ativar a via Ras-ERK. Vale destacar que
cerca de 30% das células tumorais possuem proteinas Ras mutadas (PAZ et al.
2001).

A endoplasmina (HSP90B1), por sua vez, é uma chaperona ubiqua pro-
oncogénica importante para a homeostasia no reticulo endoplasmatico, uma vez que
esta relacionada com o enovelamento as proteinas recém-formadas, como o0s
receptores tipo Toll e as integrinas, estabilizando-as e transportando pela célula. Faz
parte da familia das proteinas de choque térmico de 90 kDa. A expressdo do seu
gene pode estar relacionada ao excesso de proteinas desenoveladas, inibicdo do
proteassoma, bloqueio de glicosilacdo e exaustdo de glicose. A abundéancia desta
proteina esta associada a uma variedade de estados patologicos, incluindo
formacédo de tumores e manutencdo de hepatocarcinomas (RACHIDI et al.,, 2015;
YANG et al. 2015).

Outras proteinas que apareceram com elevado nivel de abundancia nas
células adaptadas (fold > 1,7) foram a ribonucleoproteina heterogénea nuclear K
(HNRNPK), Stathmin (STMN1) e fumarato hidratase (FH). A ribonucleoproteina
heterogénea nuclear K, presente tanto no spot 516 como no spot 519,
provavelmente sdo isoformas da mesma proteina. A anexina 1 (ANXAl) e a
queratina 8 tipo Il do citoesqueleto (KRT8) apareceram com fold de 1,7 e 1,6,
respectivamente, mais abundantes na célula adaptada do que na ndo adaptada.

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

figado. Apesar da localizacdo do tumor, ndo apresenta caracteristicas de uma célula
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hepatica, uma vez que ndo expressa proteinas especificas desse tipo celular como
albumina, a-fibrinogénio, y-fibrinogénio (TURNER e TURNER, 1980). Em 1980,
pesquisadores identificaram a1-antitripsina e o complemento (C3) in vitro no meio de
cultura das células SK-Hep-1 (TURNER e TURNER, 1980). Trés anos apos, foi
identificada a secrecdo de ativador de plasminogénio no sobrenadante do meio de
cultivo (BARLOW et al., 1983). Em 1984, pesquisadores descreveram a sintese de
fibronectina pelas células SK-Hep-1 (GLASGOW e COLMAN, 1984). Em 1992,
Heffelfinger e colaboradores sugeriram que essa célula seria de origem endotelial,
uma vez que possui uma complexa matriz extracelular contendo proteinas como a
laminina, expressa a proteina inibidora de serino protease a-1 antitripsina e possui
uma estrutura celular semelhante as células endoteliais de corddo umbilical humano.
Os autores também observaram que a linhagem SK-Hep-1 possui caracteristicas de
célula mesenquimal, devido a elevada reacdo de anticorpos especificos para
proteinas como vimentina, citoqueratinas, molécula de adesao leucocitaria endotelial
1 e para o anticorpo especifico endotelial BMA 120. No entanto, ndo houve reacao
para desmina, 0 que corrobora, juntamente com a presenca abundante de
vimentina, a origem mesenquimal. A vimentina € um marcador da transicdo epitélio-
mesenquimal e um indicador de fend6tipo metastatico.

O trabalho de Wang e colaboradores (2015) apontou que a célula SK-Hep-1
cultivada em meio DMEM contendo 10% de SFB possui elevada abundancia da
proteina anexina 1 (ANXA1l), da vimentina, da proteina dissulfeto isomerase (PDI),
de proteinas associadas ao estresse celular como as proteinas de choque térmico 5
(HSPA5 ou GRP78) e 8 (HSPA8 ou HSC70) de 70 kDa e a proteina de choque
térmico 1 de 27 kDa (HSPB1 ou HSP27). A elevada abundancia das proteinas
ANXA1l e HSP27 sdo importantes para células tumorais invasivas, uma vez que
estdo relacionadas a migracdo celular e metastase. Os autores também descobriram
gue a ANXAL e a HSP27 estéo relacionadas ao nivel de diferenciacdo celular, uma
vez gque essas proteinas estavam mais expressas na célula menos diferenciada SK-
Hep-1 do que no hepatocarcinoma bem diferenciado HepG2. Além disso, a anexina
1 pode regular a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), um importante mecanismo
de invasdo e metastase de tumores (WANG et al.,, 2015). O estudo de Eun e
colaboradores (2014) também encontrou indicios de que a célula SK-Hep-1 possui
caracteristicas de célula mesenquimal. Foram observados diversos marcadores

classicos das células mesenquimais nesta linhagem, como CD90, CD44, CD73,
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CD71, CD105, CD146, CD166, CD29, CD13, CD9, CD10, HLA ABC e ALP. Além
disso, notaram que a célula SK-Hep-1 pode se diferenciar em adipocitos e
osteoblastos. Os autores também encontraram altos niveis de abundancia de
vimentina, marcador de EMT, descrito por outros trabalhos (HEFFELFINGER et al.,
1992; WANG et al., 2015).

A série de proteinas associadas ao estresse e metabolismo encontradas,
como a HSPA5, HSPA8, HSP27 e a PDI, podem ser relacionadas ao elevado nivel
de espécies reativas de oxigénio (ERO) presentes em células tumorais quando
comparado as células normais (SZATROWSKI e NATHAN, 1991; TOYOKUNI et al.,
1995; TRACHOOTHAM et al.,, 2009). Estudos mostraram que em Varias células
tumorais, o aumento do estresse oxidativo est4 associado a uma desdiferenciacédo
celular e aquisicdo de um fendtipo mais invasivo (NISHIKAWA, 2008). Isso pode ser
observado nas proteinas intracelulares da célula SK-Hep-1, que apresentou enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase [Mn] (SOD2). O estresse oxidativo
intrinseco da célula pode estar sendo regulado por essas proteinas antioxidantes. As
células tumorais também apresentam um metabolismo desregulado frente as células
normais e com isso a presenca de enzimas do metabolismo como a a-enolase

(ENO1) podem ser encontradas.

4.6.2 Analise protedbmica da adaptacao da célula HKB-11

A Figura 4.32 representa o0 gel bidimensional das células HKB-11 nao
adaptadas (Figura 4.32A) e adaptadas (Figura 4.32B). A maioria dos spots da célula
HKB-11 adaptada e ndo adaptada foi detectado na faixa de pH de 4 a 7 e com
massa molecular entre 24 e 76 kDa. A andlise protedmica da célula HKB-11
identificou um total de 768 (DP 69) e 731 (DP 70) spots das proteinas extraidas das
células ndo adaptadas e adaptadas, respectivamente (Tabela 4.12). Destes, 723
(DP 141) spots das proteinas extraidas da célula ndo adaptada e 488 (DP 128)
spots da célula adaptada apresentaram correspondéncia com 0s spots da outra
condicdo. Dos spots correspondentes, 63 spots apresentaram fold = 2 e foram
significantes (p < 0,05). Foram encontrados 45 (DP 72) e 243 (DP 83) spots

exclusivos das condicdes ndo adaptada e adaptada, respectivamente.
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Figura 4.32 - Eletroforese bidimensional das proteinas intracelulares extraidas de células humanas adaptadas e ndo adaptadas ao
cultivo livre de soro fetal bovino. (A) HKB-11 ndo adaptada e (B) HKB-11 adaptada. Padrdo do marcador de massa molecular
Amersham ECL Full-Range Rainbow com bandas em 225, 150, 102, 76, 52, 38, 31, 24,17 e 12 kDa. Foi adicionado 180 ug de
proteina total ao gel com gradiente linear de pH imobilizado (pH 3-10, 13 cm). Os géis foram realizados em triplicatas (n=3) e
corados com solucdo de Coomassie coloidal G-250.
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Tabela 4.12. Numero de spots detectados no gel bidimensional apds eletroforese
das proteinas intracelulares extraidas da célula HKB-11 ndo adaptada e adaptada
ao cultivo em meio livre de soro fetal bovino e em suspensédo (n=3). O nivel de
abundéancia é relativo a razdo entre o maior e menor valor de abundancia da
proteina identificada nas duas condigbes avaliadas.

Spots
HKB-11 Total Correspondentes Exclusivos
Nao adaptada/aderida 768 (DP 69) 723 (DP 141) 45 (DP 72)
Adaptada/suspensao 731 (DP 70) 488 (DP 128) 243 (DP 83)
Nivel de abundancia 2 2 63

Fonte: Dados da pesquisa.

Cerca de 50 spots estatisticamente significantes (p < 0,05) foram
selecionados baseados na exclusividade e abundancia relativa e entdo submetidos a
analise por espectrometria de massas. Desta andlise, 35 spots foram identificados
para as condicbes adaptadas e ndo adaptadas ao cultivo livre de soro e em
suspensédo (Tabela 4.13). As proteinas foram classificadas de modo analogo a célula
SK-Hep-1. Foram identificadas proteinas do citoesqueleto (actina, tubulina,
tropomiosina), da via (glicolitica (piruvato desidrogenase, 3-fosfoglicerato),
antioxidantes, proteinas de resposta ao estresse (proteina DJ-1, aldose redutase),
chaperonas (endoplasmina, proteinas de choque térmico), ribonucleoproteinas,
proteinas de inicio de transcricdo e sintese de amino acidos (fatores de elongacéo,
proteina ribossomal, fator de iniciacdo de eucariotos), crescimento celular

(nucleofosmina) entre outras.
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Tabela 4.13. Lista de proteinas intracelulares identificadas ap6s analise por espectrometria de massas. As proteinas foram
classificadas em trés grupos: maior abundancia ou exclusivas da célula HKB-11 ndo adaptada ao cultivo livre de SFB (Grupo 1),
abundancia similar em ambas as condi¢c6es (Grupo 2), maior abundancia ou exclusivas da célula HKB-11 adaptada ao cultivo livre

de SFB (Grupo 3).

Grupo 1 Ly . Massa Cobertura
Com Soro Cédigo  Fold Proteina Acesso Escore (Da) pl (%)
65 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B HSPA1A 74 59 54 6
907 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B HSPA1A 74 64 58 6
794* Plastin-3 PLS3 64 44 4.4 11
898* Plastin-3 PLS3 64 62 57 11
Mai 360 1,7 78 kDa glucose-regulated protein HSPAS 227 62 6,1
aior
abundancia 199 1,8 Actin, aortic smooth muscle ACTA2 77 40 6,9
e 65 13,3 Glutathione S-transferase omega-1 GSTO1 79 24 6,6
exclusivas 1 2,8  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA 170 12 8,2 26
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
293 2,0 FKBP4 156 50 6,8 8
FKBP4
Pyruvate dehydrogenase E1
130* 1,7 , , , PDHB 84 32 7,1 25
component subunit beta, mitochondrial
L . Massa Cobertura
Grupo 2 Codigo Fold Proteina Acesso Escore (Da) pl (%)
411 1,3 Endoplasmin HSP90B1 258 74 5,8 8
Abundancia  24* 1,4  Protein DJ-1 PARKY7 64 19 6,3 33
similar 82* 1,4  Tropomyosin alpha-3 chain TPM3 72 26 6,2 24
307 1,9 Tubulin alpha-1A chain TUBA1A 161 51 4.8 5
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213 1,3 Eukaryotic initiation factor 4A-I EIF4A1 182 41 5,3 8
Heterogeneous nuclear
342 1,9 _ _ HNRNPK 125 58 6,8 7
ribonucleoprotein K
2 1,2  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA 165 13 7,9 20
315 1,3  T-complex protein 1 subunit theta CCT8 82 53 51 6
286 3,3  Tubulin beta-2A TUBB2A 207 49 51 10
228 1,4  Tubulin beta-4B chain TUBB4B 198 43 53 10
233* 10,4 Tubulin beta-4B chain TUBB4B 76 44 6,2 16
Grupo 3 . . Massa Cobertura
Sem soro Cddigo  Fold Proteina Acesso Escore (Da) pl (%)
575 60S acidic ribosomal protein PO-like RPLPO 141 73 4,1 17
ATP synthase subunit beta,
487 _ . ATP5B 309 29 8,0 11
mitochondrial
ATP synthase subunit beta,
500 . ' ATP5B 113 34 4,5 9
mitochondrial
526 Glucosidase 2 subunit beta PRKCSH 167 49 5,0 8
Guanine nucleotide-binding protein
468 _ _ RACK1 107 35 4,8 10
Maior subunit beta-2-like 1
abundancia 473 NUCleophosmin NPM1 125 14 3,4 7
e 630 Ribonuclease inhibitor RNH1 158 17 8,1 14
exclusivas 94* 2,7 Aldose reductase AKR1B1 48 28 6,3 11



261
392
155

427

1,8
2,0
2,4

2,3

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH
Elongation factor 2 EEF2
Elongation factor Tu, mitochondrial TUFM
Serine-threonine kinase receptor-

_ , STRAP
associated protel n

183
182
108

112

a7
66
35

84

4,7
5,0
7,5

7,3

129

Fonte: Dados da pesquisa.
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Foi possivel identificar 11 proteinas com maior abundancia ou exclusividade
em células HKB-11 adaptadas para meios livres de soro. A ATP sintase presente
nos spots 487 e 500 provavelmente sdo proteoformas da mesma proteina. Deste
grupo 3, 6 proteinas foram consideradas exclusivas da célula HKB-11 adaptada: a
60S da proteina &cida ribossomal PO, a subunidade beta da ATP sintase, a
subunidade beta 2 da glucosidase, subunidade beta 2 da proteina que se liga a
guanina tipo 1, nucleofosmina e inibidor de ribonuclease.

A 60S da proteina acida ribossomal PO (RPLPQ) compde a subunidade da
cadeia larga 60S do ribossomo. Forma, juntamente com a cadeia pequena 40S, a
parte estrutural dos ribossomos que estdo relacionados a sintese de proteina e inicio
da traducdo do RNA mensageiro. Ja a subunidade beta da ATP sintase (ATP5B) &
responsavel pela producdo de ATP e producdo de energia pela célula via conversédo
de ADP em ATP na presenca de um gradiente de protons através da membrana. A
terceira proteina exclusiva na condicdo de célula adaptada é a subunidade beta 2 da
glucosidase 2 (PRKCSH), uma subunidade da glucosidase Il, uma fosfoproteina
acidica responsavel pelo processamento das proteinas N-glicadas. Também é
conhecida por ser um substrato da proteina quinase C. A subunidade beta 2 da
proteina que se liga a guanina do tipo 1 (RACK1/GNB2L1) é a quarta proteina
exclusiva da HKB-11 adaptada. E um componente da subunidade ribossomal 40S
envolvida no controle de qualidade do inicio da traducdo do RNA mensageiro. A
RACK1 se liga e estabiliza a proteina quinase C ativada, responsavel por promover
a fosforilacdo de proteinas-alvo no nucleo. Pode inibir o crescimento celular por
prolongar a fase GO/G1 e promover a apoptose interrompendo a interacdo entre a
proteina BAX e o fator anti-apoptotico BCL2L. A nucleofosmina (NPM1) € uma
proteina envolvida na biogénese de ribossomos, duplicacdo do centrossomo, na
formacdo do nicleo das histonas, proliferacdo celular e regulacdo de proteinas
supressoras de tumor p53/TP53 e ARF. Associa-se com ribonucleoproteinas e
acidos nucléicos de cadeia unica. Suprime apoptose via inibicdo da autofosforilacéo
fator ativador de transcricdo ATF5 na proliferacao celular e alivia o bloqueio do G2/M
do ciclo celular. Por ultimo, o inibidor de ribonuclease (RNH1) € um inibidor que se
liga a ribonucleases e as mantém na forma latente. Como as ribonucleases podem
ter uma funcdo de turnover de RNA nas células eucariéticas, o RNH1 pode ter papel

essencial na regulagdo do RNA mensageiro.
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Dentre as proteinas com abundancia elevada mas ndo exclusivas nas células
adaptadas (fold >1,5) foram encontradas a aldeido redutase, D-3-fosfoglicerato
desidrogenase, fator de elongacédo 2, fator de elongacdo Tu mitocondrial e proteina
associada ao receptor de quinase de serina-treonina. A aldeido redutase (AKR1B1)
catalisa a reducdo de um grande nimero de aldeidos aos seus respectivos alcoois,
como a transformacéo da glucose em sorbitol. E importante na detoxificacdo de
subprodutos do metabolismo, como o citotdéxico metilglioxal, e no metabolismo de
carboidratos. A AKR1B1 é encontrada em elevada abundancia em células epiteliais
embrionarias em resposta ao estresse osmotico. A D-3-fosfoglicerato desidrogenase
(PHGDH) catalisa a reacdo de oxidacdo da D-3-fosfoglicerato a 3-fosfo-
hidroxipiruvato, a primeira etapa da sintese da L-serina fosforilada. Também catalisa
a oxidacdo da 2-hidroxiglutarato a 2-oxoglutarato e do malato a oxaloacetato no ciclo
do &acido tricarboxilico. Os fatores elongadores 2 e Tu essenciais na producédo de
proteinas também foram encontrados mais abundantes na célula HKB-11 adaptada.
O fator de elongacéo 2 (EEF2) é essencial para a sintese de proteina no citoplasma,
promovendo a translocacdo da proteina nascente do sitio A ao sitio P do ribossomo
via GTP. Desta forma, catalisa o0 movimento das moléculas de RNA e as mudancas
conformacionais no ribossomo. O fator de elongacdo mitocondrial Tu (TUFM)
também participa da sintese de proteina promovendo a ligagdo do RNAt ao sitio A
dos ribossomos durante a biossintese proteica. A proteina associada ao receptor de
serina/treonina quinase (STRAP) participa da biossintese das pequenas
ribonucleoproteinas nucleares que formaram o0s spliceossomos, um complexo
molecular encarregado de remover os introns dos RNA mensageiros precursores
(splicing) no processo de biossintese de proteinas (CARISSIMI et al, 2005).

A linhagem HKB-11 (ATCC, CRL-12568™) foi desenvolvida pela fusdo das
células 293S e a célula 2B8 (derivada do linfoma de Burkitt) com polietilenoglicol,
sendo patenteada pela Bayer (CHO et al., 2002). Esta célula possui tanto
caracteristicas da HEK293 (facil transfeccdo e expressao de grandes quantidades
de proteina) como propriedades da célula B, como eficiente secrecdo (CHO et al,
2002). O linfoma de Burkitt possui uma mutacdo no gene c-Myc, presente em Varios
tipos de tumores, que desregula diversos genes ligados a proliferacdo celular,
resultando na formacdo dos tumores (DALLA-FAVERA et al.,, 1982). Também
possuem alteracdes no gene supressor de tumor p53 responsavel por regular o

crescimento no ciclo celular e possuem uma elevada expressdo da molécula anti-
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apoptotica Bcl-2 (NAKAMURA et al., 2002). Os possiveis genes responsaveis pelo
aumento da sobrevivéncia da célula HEK 293 em um processo de adaptacdo a
meios livres de SFB foi avaliado por Jaluria e colaboradores (2007). Os autores
encontraram duas proteinas promissoras: o early growth response 1 (EGR1) e o
growth arrest specific 6 (GAS6). A analise por citometria de fluxo revelou que o
aumento de expressdo da EGRL1 estava associada ao incremento de células na fase
G2/M. A EGR1, assim como outras proteinas presentes em diversas funcbes como
ciclo celular, reparo de DNA, metabolismo e apoptose, esta envolvida na
manutencdo da célula tumoral. Essa proteina foi relacionada a reducdo de apoptose
através da inibicdo da caspase 7 e p53 (DE BELLE et al., 1999; RISBUD et al.,
2005; VIROLLE et al., 2003). A GASS6, por sua vez, regula a atividade da caspase 3
e aumenta a abundancia da proteina Bcl promovendo a sobrevivéncia celular
(HASANBASIC et al., 2004). Dentre as proteinas encontradas temos a
ribonucleoproteina nuclear heterogénea K, que interfere na ativacdo do complexo
p53/TP53 atuando na resposta ao dano do DNA, a nucleofosmina, que também atua
na via p53/TP53 e no reparo do dano ao DNA, associando-se a ribonucleoproteinas.
Outra via de atuacdo da nucleofosmina € na repressédo da apoptose pela inibicdo da
autofosforilacdo da via EIF2AK2/PKR. A nucleofosmina também atua regulando a

inibicdo do ATF5 que reprime o crescimento celular.

4.6.3 Analise protedmica da adaptacéo da célula Huh-7

A Figura 4.33 representa o gel bidimensional das células Huh-7 néo
adaptadas (Figura 4.33A) e adaptadas (Figura 4.33B).

Foi possivel verificar pela analise dos géis que a célula Huh-7 apresentou um
total de 764 (SD 212) e 780 (SD 156) spots, sendo correspondentes 422 (DP 55) e
478 (DP 119) spots, e exclusivos 342 (DP 267) e 302 (DP 39) spots nas células nao-
adaptadas e adaptadas, respectivamente. Dos spots correspondentes, 47 deles

apresentaram nivel de abundancia maior que 2 de uma condi¢cdo em relacdo a outra.
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Figura 4.33 - Eletroforese bidimensional das proteinas intracelulares extraidas de células humanas adaptadas e ndo adaptadas ao
cultivo livre de soro fetal bovino. (A) Huh-7 ndo adaptada e (B) Huh-7 adaptada. Padrdo do marcador de massa molecular
Amersham ECL Full-Range Rainbow com bandas em 225, 150, 102, 76, 52, 38, 31, 24,17 e 12 kDa. Foi adicionado 180 ug de
proteina total ao gel com gradiente linear de pH imobilizado (pH 3-10, 13 cm). Os géis foram realizados em triplicatas (n=3) e
corados com solucdo de Coomassie coloidal G-250.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 4.14. Numero de spots detectados no gel bidimensional apés eletroforese
das proteinas intracelulares extraidas da célula Huh-7 ndo adaptada e adaptada ao
cultivo em meio livre de soro fetal bovino e em suspensédo (n=3). O nivel de
abundéancia é relativo a razdo entre o maior e menor valor de abundancia da
proteina identificada nas duas condigbes avaliadas.

Spots
Huh-7 Total Correspondentes Exclusivos
Nao adaptada/aderida 764 (DP 212) 422 (DP 55) 342 (DP 267)
Adaptada/suspensao 780 (DP 156) 478 (DP 119) 302 (DP 39)
Nivel de abundéancia 2 2 47

Fonte: Dados da pesquisa.

Cerca de 50 spots estatisticamente significantes (p < 0,05) foram
selecionados baseados na exclusividade e abundancia relativa e entdo submetidos a
analise por espectrometria de massas. Dentre essas proteinas, 45 spots foram
identificados para as células Huh-7 adaptadas e ndo adaptadas ao cultivo livre de
soro e em suspensao. As proteinas foram classificadas de modo analogo a SK-Hep-
1 e HKB-11. Dentre as proteinas identificadas, estdo presentes proteinas do
citoesqueleto (queratina, anexina, tubulina, tropomiosina, vimentina), da via
glicolitica (lactato desidrogenase, triosefosfato isomerase), antioxidantes e proteinas
de resposta ao estresse (superoxido dismutase, peroxiredoxina, peptidil prolil
isomerase), chaperonas (proteinas de choque térmico), moléculas relacionadas ao
proteassoma, ribonucleoproteinas, proteinas de inicio de transcricdo e sintese de

aminoacidos, crescimento celular, entre outras (Tabela 4.15).
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Tabela 4.15. Lista de proteinas intracelulares identificadas ap6s analise por espectrometria de massas. As proteinas foram
classificadas em trés grupos: maior abundancia ou exclusivas da célula Huh-7 ndo adaptada ao cultivo livre de SFB (Grupo 1),
abundancia similar em ambas as condi¢cdes (Grupo 2), maior abundancia ou exclusivas da célula Huh-7 adaptada ao cultivo livre

de SFB (Grupo 3).

Grupo 1 - . Massa Cobertura
Com Soro Cédigo  Fold Proteina Acesso Escore (Da) pl (%)
613 Tropomyosin alpha-3 chain TPM3 55 27 4,3 8
64 7,6  14-3-3 protein epsilon YWHAE 120 26 4,1 9
610 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ 182 25 4,3 10
77 4,3  Annexin A4 ANXA4 245 28 57 16
65 2,9  Chloride intracellular channel protein 1 CLIC1 198 26 4,9 17
55 2,9  Glutathione S-transferase omega-1 GSTO1 77 25 6,1 5
289 2,5 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B HSPA1A 354 59 54 8
_ Isocitrate dehydrogenase [NADP]
Maior .
) 146 9,4  cytoplasmic IDH1 309 38 7,0 13
abundancia _
) 166 49,6 Keratin, type | cytoskeletal 18 KRT18 189 39 53 5
e exclusivas .
213 38,7 Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 377 a7 55 13
674 Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 245 a7 54 11
114 1,6  Nucleophosmin NPM1 250 34 4,5 11
6 11,5 Prostaglandin E synthase 3 PTGES3 71 16 3,8 8
236 1,5 Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3 242 49 5,8 9
248 1,6 Protein disulfide-isomerase P4HB 233 52 4.4
223 54,8 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 311 48 6,8 10



Transitional endoplasmic reticulum
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325 2,7 ATPase VCP 76 77 51 2
26 1,8  Triosephosphate isomerase TPI1 483 21 7,1 19
- . Massa Cobertura
Grupo 2 Cédigo Fold Proteina Acesso Escore (Da) pl (%)
156 1,3  40S ribosomal protein SA RPSA 84 39 4,4 10
Abundancia ) _
- 12 1,4  Peroxiredoxin-2 PRDX2 208 17 54 14
similar
2 1,5  Stathmin STMN1 171 13 5,6 22
Grupo 3 T . Massa Cobertura
Sem soro Cadigo Fold Proteina Acesso Escore (Da) pl (%)
384 60S acidic ribosomal protein PO-like RPLPO 93 31 6,1 10
Heterogeneous nuclear
392 ribonucleoproteins C1/C2 HNRNPC 175 35 4,9 8
353* Lactoylglutathione lyase GLO1 93 19 4,8 23
Phosphatidylethanolamine-binding
Maior
349 protein 1 PEBP1 384 16 8,1 27
abundancia ,
) 356* Proteasome subunit beta type-4 PSMB4 70 21 5,6 28
e exclusivas
360 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 ARHGDIA 121 23 4,7 12
Serine/threonine-protein phosphatase
453 2A 65 kDa regulatory subunit PPP2R1A 70 57 4,8 6
354 Translationally-controlled tumor protein TPT1 77 20 4,4 7
427 Tubulin alpha-1A chain TUBALA 77 48 6,6 7



442
423
448
99
312
156

33*
85

233

228*
92
89

378

28*

4,3
3,7
1,3

2,8
2,3

1,7

1,6

2,0

1,6

1,7

1,9

Tubulin beta-2A chain

Tubulin beta-3 chain

Vimentin

L-lactate dehydrogenase B chain
Ezrin

40S ribosomal protein SA
Acyl-CoA-binding domain-containing
protein 5

Inorganic pyrophosphatase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBP4

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBP4

Proliferating cell nuclear antigen
Serine/arginine-rich splicing factor 1
Serine/arginine-rich splicing factor 1
Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

isozyme L1

TUBB2A
TUBB3
VIM
LDHB
EZR
RPSA

ACBD5
PPAl

FKBP4

FKBP4
PCNA
SRSF1
SRSF1
SOD1

UCHL1

161
157
276
355
105
84

59
111

167

90
224
212
157

61

58

47
40
50
31
66
39

22
30

50

49
30
30
30
14

21

4,9
6,3
4,9
5,8
6,5
4,4

5,7
5,5

5,3

5,4
4,2
5,0
5,1
5,7

5,3

10
10

14

10

11

23
12
12
12

23
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A andlise protedmica identificou 27 proteinas com maior abundancia ou
exclusividade em células adaptadas para meios livres de soro. Dentre elas, 12
proteinas foram consideradas exclusivas da célula Huh-7, sendo 2 spots referentes
as subunidades da tubulina beta, a subunidade 2A e 3. Também foram identificadas
por espectrometria de massas a ribonucleoproteina nuclear heterogénea C1/C2, a
lactoilglutationa liase, peptidilprolil cis-trans isomerase A, a 60S da proteina acida
ribossomal, a proteina que se liga a fosfatidiletanolamina 1, a subunidade beta tipo 4
do proteassoma, o inibidor de dissociacdo de Rho 1, a subunidade 2A da fosfatase
de serina/treonina, a proteina tumoral regulada por traducéo, a tubulina alfa-1A e a
vimentina. Foram observadas provaveis isoformas da proteina peptidilprolil cis-trans
isomerase FKBP4 nos spots 233 e 228 e do fator de splicing 1 rico em serina e
arginina presentes nos spots 89 e 378. Dentre as proteinas exclusivas, pode-se
destacar a 60S da proteina acida ribossomal, que compfe a subunidade que da
cadeia larga 60S do ribossomo e que estdo relacionados a sintese de proteina e
inicio da traducdo do RNA mensageiro, a ribonucleoproteina nuclear heterogénea
C1/C2, proteina presente no processamento do pré-RNAm, transporte do RNAmM
maduro ao citoplasma e traducdo e a subunidade beta tipo 4 do proteassoma,
envolvida na degradacdo proteolitica de proteinas intracelulares enoveladas de
forma incorreta ou incompleta, todas relacionadas a sintese de proteinas.

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 foi capaz de produzir um grande
nimero de proteinas plasmaticas e enzimas hepatoespecificas (G6Pase e FDPase),
além de sobreviver e ser cultivada em meio RPMI 1640 livre de SFB com adicdo de
hidrolisado de lactoalbumina ou selénio. A falta da suplementacdo de fatores de
crescimento e horménios neste meio sugeriu que a linhagem Huh-7 produz fatores
de crescimento e adesdo que estimulam seu proprio crescimento, podendo ser
usada para fabricar essas proteinas (NAKABAYASHI et al., 1982). Dentre as
proteinas plasmaticas produzidas estdo a transferrina, fibronectina, glucose-6-fosfato
desidrogenase, entre outras. Desta forma a célula Huh-7 € um hepatocarcinoma
bem diferenciado, ou seja, expressa todas as proteinas de células hepéticas e ndo

possui caracteristica de célula desdiferenciada, como ocorre com a célula SK-Hep-1
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(WANG et al., 2015). Outra célula hepatica bem diferenciada, a HepG2, apresentou
abundancia de proteinas como anexina 4, peroxiredoxina, superoxido dismutase,
isocitrato desidrogenase e lactato desidrogenase, este Ultimo, um marcador de
diferenciacdo celular hepéatica (WANG et al., 2015), de forma semelhante as
proteinas encontradas para a célula Huh-7.

De forma geral, foram encontradas abundéncia de proteinas do citoesqueleto,
do metabolismo celular, da sintese, qualidade e degradacdo de proteinas, proteinas
contra estresse oxidativo e osmotico, envolvidas na regulacdo do ciclo celular e
crescimento, proteinas de apoptose e antioxidantes, entre outros. Trés proteinas
foram identificadas estdo presentes nas trés células: a 60S da proteina acida
ribossomal PO (RPLPO), a ribonucleoproteina nuclear heterogénea (tipo C1/C2 ou K)
e a nucleofosmina (NPM1). A ribonucleoproteina nuclear heterogénea tipo K estava
presente nas células SK-Hep-1 adaptadas e HKB-11 ndo-adaptadas. A
ribonucleoproteina nuclear tipo C estava presente na célula Huh-7 adaptada. A 60S
da proteina &cida ribossomal PO estava presente nas células HKB-11 e Huh-7
adaptadas e na SK-Hep-1 ndo adaptada, enquanto a nucleofosmina aparece na
célula HKB-11 adaptada e nas células SK-Hep-1 e HUH-7 ndo adaptadas. Todas
elas estdo envolvidas de forma direta ou indireta na biossintese de proteinas,
presentes tanto na condicdo adaptada ou ndo adaptada. Apesar de presente em
todas as células, ndo foi verificado um padrdo de abundancia unico entre células
adaptadas e ndo adaptadas, de forma que essas proteinas semelhantes entre as
células ndo necessariamente estdo relacionadas a melhora de sobrevivéncia nas
células adaptadas.

A retirada progressiva do soro fetal bovino representa um estimulo de
estresse para a célula (JALURIA et al., 2007). Desta forma, é provavel encontrar
proteinas relacionadas ao estresse celular, antioxidantes e de controle de qualidade
de proteinas em células adaptadas para meios sem soro. Dentre elas, foi encontrada
a enzima superoxido dismutase (SOD) que catalisa a reagdo do anion superéxido
(O,?) em peréxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio (O,) e por isso é considerada um
marcador biolégico de estresse oxidativo. No estudo protedmico, esta proteina foi
encontrada tanto para a SK-Hep-1 ndo adaptada como para a Huh-7 adaptada.
Ambas células possuem um metabolismo mais acelerado por serem células
tumorais, e o consumo elevado de glicose poderia gerar mais ERO, uma vez que

além do meio ser rico em glicose, h4 a suplementacdo com soro fetal bovino no caso
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das células ndo adaptadas, um suplemento rico em nutrientes, inclusive
carboidratos.

A expressdao das proteinas de choque térmico é altamente conservada e
geralmente esta envolvida em diversos processos celulares e na protecdo contra
variados tipos de estresse celular como o0 estresse mecanico e metabdlico. Esse tipo
de estresse pode ocorrer no processo de otimizagdo das condicbes de producéo,
como alteracdo do meio, do metabolismo e da sintese proteica (JIA e
SOUCHELNYTSKYI, 2011, HO et al.,, 2013; KIM et al., 2014). Quando ocorre a
deplecdo de nutrientes ou acumulo de subprodutos téxicos durante o cultivo, as
células de mamiferos podem entrar em apoptose prematura e reduzir a producdo de
proteina recombinante. A hipoxia, hiperdxia e agitacdo mecéanica, comuns em cultivo
de células em suspensdo em sistemas agitados podem afetar o metabolismo e
crescimento celular (WEI et al., 2011). Um possivel candidato para a prote¢céo contra
0 estresse causado pelo processo de adaptacdo e encontrado por outros autores
(BAIK et al., 2011) eram as proteinas de choque térmico. No entanto, pela analise
protedmica das amostras enviadas, foram mais abundantes nas células nado
adaptadas HKB-11 e Huh-7 cultivadas em meio suplementado com SFB, e com

abundancia semelhante na célula SK-Hep-1.
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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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