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EXPRESSAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA
rhBMP-2

Kleicy Cavalcante Amaral

RESUMO

As proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) sdo um grupo proteico pertencente a
superfamilia dos fatores transformadores de crescimento beta (TGF-B). Dentre estas, a
BMP-2 humana recombinante (rhBMP-2) tem sido amplamente estudada, devido suas
propriedades osteoindutoras. Ja existe a comercializacdo desta proteina produzida por
tecnologia de DNA recombinante em células de ovério de hamster chinés (CHO) e para
fins de pesquisa, a expressa no citoplasma de bactérias Escherichia coli (E. coli). A
rhBMP-2 na sua forma homodimérica possui alta atividade bioldgica, induzindo a
mineralizacdo 6ssea em 0ssos endocondrais e a diferenciacdo de células mesenquimais
em osteoblastos e osteoclastos. O objetivo desse trabalho consistiu em obter a rhBMP-2
através da producdo em bactérias E. coli, altamente purificada através de técnicas
cromatograficas e com atividade bioldgica. As cepas utilizadas para producdo foram a
W3110 e a BL21(DE), transformadas com plasmideos contendo o cDNA da hBMP-2
cultivadas em trés temperaturas de expressdo: 25 °C, 37 °C e 42 °C. Para purificacdo
dessa proteina foram utilizadas duas técnicas cromatograficas: afinidade a heparina e
exclusdo molecular por cromatografia liquida de alto desempenho (HPSEC). As coletas
destas etapas de purificacdo levaram a separagdo de oito produtos que foram
caracterizados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western Blotting
(WB). A atividade biologica foi averiguada por producéo de fosfatase alcalina em células
mioblasticas de camundongo (C2C12). A avaliacdo dos produtos comerciais também foi
feita através dessas técnicas. Os resultados indicaram que dois dos oito produtos
purificados, um obtido a partir da producdo na cepa BL21(DE) a 25 °C e outro da
producdo na cepa W3110 a 42 °C, apresentaram relevante grau de pureza e atividade

biologica.

Palavras chaves: rhBMP-2; Escherichia coli; proteina recombinante



EXPRESSION, PURIFICATION AND PHYSICAL-CHEMICAL
CHARACTERIZATION OF rhBMP-2

Kleicy Cavalcante Amaral

ABSTRACT

Bone morphogenetic proteins (BMP) belongs to the Transforming Grown Factor -
superfamily (TGF- ). Among this group, the recombinant human BMP-2 (rhBMP-2) has
been widely investigated, because of its osteoinductive activity. There is already a
commercial product based on recombinant DNA technology from Chinese hamster ovary
(CHO) cells and also for research use, one expressed in the cytoplasm of Escherichia coli
(E. coli). The rhBMP-2 in its homodimer form has high biological activity, lead to a bone
mineralization in endochondral bones, and differentiate mesenchymal cells into
osteoblasts and osteoclasts. The aim of this study consisted in obtaining the rhBMP-2 by
producing in E. coli, highly purified through chromatographic techniques and with
biological activity. The bacteria strains used for production were W3110 and BL21(DE),
cultivated in three different expression temperatures 25 °C, 37 °C e 42 °C. Two
chromatographic techniques were used for the purification of this protein from
periplasmic fluid: heparin affinity and High Performance Size Exclusion
Chromatography (HPSEC). The fractions collected from these purification steps led to
separation of eight products characterized by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and western blotting (WB). The biological activity analysis was checked by the
induction at alkaline phosphatase production in mouse myoblast C2C12 cells. The
analysis of the commercial products was also made with these techniques. The results
showed that two among the eight purified products, obtained from BL21 in 25°C one and
W3110 42°C one, exhibit high purity and biological activity.

Keywords: rhBMP-2; Escherichia coli; recombinant protein
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1. INTRODUCAO

As BMPs (Bone Morphogenetic Proteins, Proteinas Morfogenéticas do 0Osso),
compdem uma superfamilia dos fatores de transformacéo de crescimento (Transforming
Growth Factors, TGF) que sdo um grupo de proteinas que podem exercer efeito inibitorio
ou estimulatério sobre diversas populac@es celulares do organismo (SANTOS et al., 2006),
como também no desenvolvimento de diversos érgdos e tecidos e no arcabougo fisico basico
do corpo dos embrides, ou seja; sdo capazes de induzir a formacéo e o crescimento de 0ss0s
e cartilagens (VALLEJO et al.; 2002). A BMP-2 foi descoberta e nomeada em 1965 por
Urist (KIRK-HEAD, 2000), e com o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante,
foi possivel a clonagem do gene e deste modo a sintese da BMP humana recombinante
(rhBMP), viabilizando assim a sua producéo e purificacdo (LEE, 2010). Sdo encontradas
também em varios grupos do reino animal como em vertebrados, artropodes e nematoides
(BUBNOFF, 2001).

Testes clinicos revelaram que BMPs obtidas por tecnologias de DNA recombinante
(transferéncia de genes a outros organismos), possibilitam sua producdo em escala, sendo
alternativas efetivas e seguras para enxertos 0sseos autologos (transplante do osso de um
local para outro) (VALLEJO et al.; 2002). Atualmente as BMPs tém sido utilizadas em
varias especialidades médicas e odontoldgicas, e suas aplicacdes incluem osteointegracao de
implantes metalicos, tenddes e ligamentos reunidos com 0sso, reparo da cartilagem e até
mesmo doencas ndo esqueléticas (Kirker-Head, 2000). Até o momento, aproximadamente
15 diferentes BMPs foram identificadas, com graus varidveis de inducdo de crescimento
0sseo e cartilaginoso (LONG et al, 2006).

Dentre as BMPs, a BMP-2 tem sido amplamente estudada na ultima década, devido
ao seu uso na medicina regenerativa. A BMP-2, consiste em uma glicoproteina
homodimérica de 48 kDa, com 228 aminoacidos. Cada mondmero contém & 7 cisteinas que

formam trés pontes de dissulfeto intramoleculares e uma ponte intermolecular (KIRKER-
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HEAD, 2000). O peso molecular téorico da forma dimérica da rhBMP-2 é de 25,8 kDa para
o dimero, ligado por uma ponte dissulfeto (KIRSCH, 2000).

A rhBMP-7 e rhBMP-2 estdo comercialmente disponiveis, mas a rhBMP-2 é a mais
investigada (Kuroiwa, 2018) como alternativa para diversas aplica¢6es clinicas, incluindo
fuses de vértebras espinhais, fixagdo interna de fraturas, tratamento de defeitos 6sseos, e
reconstrucdo de condi¢Ges maxilofaciais (Long et al, 2005), sendo atualmente aplicada na

area de ortopédicos e por dentistas (LEE, 2010).

A rhBMP-2 é uma molécula que induz poderosamente a regeneracao 6ssea in vivo.
No entanto, no local de reparacdo 0ssea, a rhBMP-2 requer um carreador adequado, sendo
usualmente um suporte (scaffold) de colageno bovino tipo I, obtido do tenddo flexor
profundo (Aquiles), formando um produto denominado comercialmente de esponja de
colageno absorvivel (Absorbable Collagen Sponge - ACS) (MEDTRONIC, 2011). Em 2011,
SILVA desenvolveu e caracterizou, dispositivos implantaveis biocompativeis no polimero
poli(e-caprolactona) PCL. O processo resultou em matrizes puras de PCL, com
biofuncionalidade adequada & aplicacio como biomaterial, na engenharia de tecido 6sseo. E
uma alternativa para o ACS, sendo um produto nacional que esta sob patente (BR 10 2014
017703 5).

A expressdo recombinante se justifica, pois as BMPs enddgenas sao dificeis de se
extrair em quantidades suficientes para uso clinico que sdo normalmente encontradas no
corpo humano a uma concentracdo inferior a 2 mg/kg em osso cortical e, portanto, de acdo

altamente restrita aos locais de expressdo (CAVALCA, 2011).

Em 1987, a purificacdo da BMP-2 humana foi realizada por Reddi e colaboradores
(Sampath et al, 1987), sendo sua primeira sintese em células de ovario de hamster chinés
(CHO) realizada pelo Genetics Institute (Cambridge, MA, USA) (WOZNEY et al, 1988;
ISRAEL et al, 1992). A expressao da rhBMP-2 é comumente feita em células de mamiferos
(como as CHO) (LEE, 2010). Porém, ha algumas desvantagens nesse tipo de expressao:
baixos rendimentos (abaixo de 1 ng/mL) (VALLEJO et al., 2002), 0,2 mg de rhBMP-2
aproximadamente por grama de célula (LONG et al., 2006) e o custo alto dessa producéo,
por ser um sistema eucarioto (LEE et al., 2010). Problemas similares ocorrem durante a
producdo de rhBMP-2 em células infectadas por virus (ISHIDA et al., 1994). Uma
alternativa € a produg&o in vitro de formas biologicamente ativas de rhBMP-2 em corpos de
inclusédo, produzidos pela Escherichia coli (VALLEJO et al., 2001). A técnica permite que
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a proteina, mesmo ndo glicosilada pelo hospedeiro (E. coli), tenha 0 mesmo nivel de
bioatividade que um sistema eucarioto (QUASS, 2018). Através de purificagdo e o refolding
das proteinas expressas, a maioria dos estudos demonstram uma bioatividade da rhBMP-2
inferior nesse sistema, mas que pode ser compensada por uma producdo em larga escala e
baixo custo (Lee et al, 2010).

A empresa Medtronic (Minneapolis, MN, USA) é a que mais estudou e que esta
comercializando este a rhBMP-2 obtida em células CHO-sob o nome de Infuse® que
representa um faturamento anual de US$700 milhdes. A empresa Cellumed Co. (Seul,
Coreia) também comercializa rhBMP-2 recombinante obtida em células CHO. Outras
empresas comercializam rhBMP-2, porém derivada de E. coli, Daewoong Pharmaceutical -
Seul, Coreia do Sul e Osteopharma Inc. - Osaka, Japao. Além destas, existem empresas que
fornecem rhBMP-2 para pesquisa e uso in vitro, entre as quais a GenScript, Affymetrix,
Sigma-Aldrich, US-Biological e R&D Systems, essas comercializam por um preco entre
1200-1600 US$/mg.

Diante de todas essas pesquisas, a rhBMP-2 é uma possivel alternativa a doengas
como a osteogénese imperfeita (Ol), que até 0 momento ndo possui cura e ha poucas opc¢des
de tratamentos paliativos. Além disso, torna-se importante o vislumbre de alternativas que,
ao reduzirem a quantidade de BMP empregada no tratamento (por associacdo a arcaboucos

bioabsorviveis), também reduzam o custo total do tratamento, que é atualmente restritivo.
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1.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal do presente trabalho é a obtencdo da proteina morfogenética
Ossea tipo 2 humana em sua forma recombinante (rhBMP-2), biologicamente ativa e com
alto grau de pureza. A rhBMP-2 é um produto de altissimo valor agregado, disponibilizado
comercialmente somente por poucas empresas e Cujos precos variam em patamares muito

altos.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Expressédo da rhBMP-2 em sistema bacteriano (E. coli).

2. Purificacdo do produto recombinante mediante cromatografia por afinidade a heparina,
introduzindo outras etapas cromatograficas até obtencdo de pureza compativel com testes

bioldgicos in vitro.

3. Avaliacdo do produto purificado por eletroforese em gel de poliacrilamida e

reconhecimento por anticorpo (SDS-PAGE e Western blotting).

4. Teste in vitro com mioblastos murinos C2C12 para verificar producéo de fosfatase

alcalina na presenca de rhBMP-2.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecido 6sseo

Para entender como funciona a aplicacdo da BMP-2 na cicatrizacdo de faturas é

preciso entender o basico de como funciona a matriz éssea.

A matriz 0ssea pertence ao tecido conjuntivo (responsavel pela unido de tecidos para
conexdo, sustentacdo e preenchimento), o tecido conjuntivo no geral atua na coagulacao
sanguinea, cicatrizacao e transporte de gases, nutrientes e catabdélitos, armazena gordura para
as funcBes metabdlicas, e ions (MONTANARI, 2016). O tecido dsseo esté relacionado a
sustentacdo e protecao dos 6rgdos vitais, € onde se localiza a medula 6ssea. Os 0ssos também
em juncdo com o musculo, possibilitam a movimentacao do corpo, que esta sobre o controle
de fatores sisttmicos, como 0s hormonios, e a¢des locais como os fatores de crescimento e
citocinas; devido a isso o sistema imune se encontra relacionado ao esquelético (ANDIA,
2006).

Podemos dividir a constituicdo da matriz 6ssea em duas partes, organicos (35% -
relacionada a flexibilidade do 0sso) e inorgéanicos (65% representa a rigidez e resisténcia do
0ss0) (MONTANARI, 2016), a matriz 6ssea esta diretamente relacionada a homeostase dos
niveis sanguineos. A parte organica se refere as células (osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos), fibras colagenas (colageno tipo 1), proteoglicanos e glicoproteinas de adesao
(osteonectina, osteocalcina, osteopontina e sialoproteina  Gssea); e também
glicosaminoglicanos (&cido hialurénico). A parte inorganica se refere aos ions (fosfato,
calcio, bicarbonato, magnésio, potassio, sddio e citrato) importantes em geral para as funcdes

metabolicas.

Dentre os ions da parte organica, o principal € o fosfato de calcio que corresponde
por cerca de dois tercos do peso 6sseo. Em interacdo com o hidroxido de célcio, forma o
constituinte natural do 0sso (0s cristais de hidroxiapatita) onde ocorre o deposito de 99% do
calcio corporal e 80% do fosforo total (MONTANARI, 2016), esses cristais possuem uma

capa de hidratagdo ao seu redor, em que 0s ions hidratados se aderem, como o: carbonato de
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calcio, sédio, magnésio e fluoreto, responsdveis pela dureza e rigidez
(CONSTANTINESCU, 2002). O Ca?" ¢ muito importante ndo apenas nas formagdes dos
cristais, mas também para varios processos biologicos, como permeabilidade da membrana,
adesdo celular, coagulacdo sanguinea, transmissdo do impulso nervoso e contragdo
muscular. (MONTANARI, 2016).

A medula esta localizada na parte mais periférica dos 0ssos, denominada cortical,
esponjoso ou trabecular, em uma rede de trabéculas contendo espacos intercomunicantes. O
revestimento da superficie 6ssea interna e externa séo através do enddsteo e o periosteo. O
periosteo constitui membrana de grande importancia para a integridade dos 0ssos (ANDIA,
2006).

O crescimento 6sseo inicia no desenvolvimento embrionario e persiste em adultos na
regeneracdo e remodelacdo 6ssea em um nivel histoldgico, a formacdo de osso durante o
reparo do trauma formado ocorre em resposta aos ferimentos. Células mesenquimais que em
torno do tecido invadem o local do ferimento, onde elas se proliferam, condensam e se
diferenciam em cartilagem ou 0sso. Em resposta a leséo, atuam os fatores de transformagéo
de crescimento, associados com o desenvolvimento esquelético fetal e com a formacédo e
inducdo da formacdo ectdpica do 0sso, incluem-se os membros da BMP, outros fatores de
crescimento também, como fibroblastos, plaquetas derivadas dos fatores de crescimento e o
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) ou chamada de somatomedina C (papel
importante no desenvolvimento da musculatura), age em resposta ao hormonio de
crescimento (GH) entre outras fungdes principais, como aumento da glicose no sangue e

diminuicdo da gordura corporal (LEE et al., 2001).

2.2 Células 6sseas

As células do tecido Osseo constituem-se por: células osteoprogenitoras,
osteoblastos, ostedcitos e os osteoclastos (Figura 2). As células osteoprogenitoras, 0s

osteoblastos e os ostedcitos sdo variagdes do mesmo tipo celular.
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Figura 1 — Tipos de células 6sseas

‘e &
V-8 | &N

Céuda osleogénica Osteblasto (forma OsleOcio (mankém Osteockasto (reabsorve

idesesivoive 92 0 lecido 0sse0) 0 tecxdo 0sseo) € destrol o tecido &sseo

num osteoblasto)

Fonte: TORMENA, 2009

As células osteoprogenitoras sdo derivadas das células mesenquimais e dao origem
aos osteoblastos. Elas se situam na superficie da matriz 6ssea. As células mesenquimais
diferenciam-se em células osteoprogenitoras expressando o fator de ligacao central co-1
(Cbfal). Esse fator de transcri¢cdo promove a expressdo de genes caracteristicos do fendtipo
do osteoblasto. As células osteoprogenitoras sofrem divisdo mitotica e, sob a influéncia da
familia de proteinas morfogenéticas dsseas (BMP) e do fator de crescimento de
transformacédo-p (TGF-B), diferenciam-se em osteoblastos, mas, em situacdes de pouca
oxigenacdo, podem originar condroblastos (MONTANARI, 2016).

Osteoblastos sdo células secretoras de matriz 0ssea extracelular, sintetizam o
osteoide, que consiste em fibras colagenas (como colageno tipo 1), e proteinas ndo colagenas,
osteocalcina, osteopontina, proteoglicanas, fosfoproteinas e citocinas, que produzem
substancias que constituem o 0sso ndo mineralizado (estes componentes interagem entre si
e organizam-se, fornecendo um arcabouc¢o que permite a deposicao de sais minerais, atuando
na mineralizacdo do 0sso) (ANDIA, 2006).

Os osteoblastos realizam a exocitose (liberacdo para o meio extracelular) de vesiculas
ricas nos ions célcio e fosfato (MONTANARI, 2016), essas vesiculas desprendem-se dos
osteoblastos para a matriz Gssea, contém glicoproteinas e fosfatos obtidos através da
fosfatase alcalina (familia de enzimas que hidrolisam os ions fosfatos) (ANDIA 2006). As
vesiculas da matriz também apresentam bombas de Ca?*, concentrando esse ion. Os cristais
de hidroxiapatita Cai0(PO4)6(OH). formados rompem a membrana e sdo depositados entre

as fibrilas colagenas, atuando como ninhos de cristalizacdo e promovendo a calcificagdo da
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matriz ao redor (MONTANARI, 2016); esse processo é caracteristico dos locais onde esta
ocorrendo pela primeira vez a formacdo e mineralizacdo do tecido dsseo. As vesiculas da
matriz também sdo liberadas pelos condrécitos (ANDIA, 2006). Os osteoclastos remodelam
0 0sso conforme as tensfes mecanicas locais. As células osteoprogenitoras e os osteoblastos
dispostos na superficie da matriz 6ssea compdem o enddsteo, importante para a manutengdo
e o reparo do tecido.

Os osteocitos sdo células 6sseas maduras (advindas dos osteoblastos maduros,
aqueles que permanecem aprisionados na matriz) (MONTANARI, 2016) de maior
populagdo, com formato de aranha, sdo encontradas em pequenas cavidades das juncoes
lamelares chamadas de lacunas. Somente um ostedcito é encontrado por lacuna e essas
células ndo podem se dividir. Numerosos processos alongam-se de cada ostedcito para
dentro dos canaliculos, passando rapidamente pela matriz de mineralizacdo e se conectando
a uma lacuna adjacente. Entdo, ha uma rede de comunicacéao entre o canaliculo e a lacuna,
fazendo com que o processo ocorra em todo o 0sso mineralizado. O canaliculo € importante
porque € dele que provém a rota pela qual o processo de um ostedcito pode se contactar aos
outros adjacentes. Portanto, todos os ostedcitos sdo capazes de se comunicar entre i,
carregando informac@es e nutrientes. Os ostedcitos podem sintetizar ou absorver a matriz
Ossea e, caso sejam destruidos, a reabsorcdo da matriz éssea ocorre devido a atividade do
osteoclasto, que é sucedida pela reparacdo ou remodelacdo através da atividade osteoblastica
(ANDIA, 2006).

Os osteoclastos sdo células multinucleadas grandes, envolvidas na reabsorcdo do
0SS0 €, portanto, estdo presentes em areas onde 0 0sso esta sendo removido. Estdo localizadas
na camada celular do peridsteo, no endosteo e na linha vascular de passagem da matriz
medular. S8o dessas células que se originam os osteoblastos e, portanto, sdo importantes
para a reparacao das fraturas (ANDIA et al., 2006; AKERS e DENBOW, 2008).

E importante que a atividade entre osteoblastos, células de formacdo 6ssea,
osteoclastos, e células de reabsorcao 0ssea, esteja equilibrada. Se ha alguma disfuncéo e esta
relacdo inclinar-se mais aos osteoclastos ira ocorrer reabsor¢es patoldgicas, como nas
periodontites, artrites reumatoides e doengas osteopordticas 2. O equilibrio garante a
homeostase do sistema esquelético, quem regula esse sistema é o sistema imune (ANDIA,
2006).
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2.3 Cicatrizacdo 0ssea

E possivel dividir as formas de reparacio em um tecido, envolvendo a reparacdo em
que o tecido € lesionado, sobre uma restauragdo sem aumentar o volume ésseo; o segundo é
a regeneracdo, neste caso ocorre a diferenciacdo celular de novas células, e um novo tecido
0sseo, consequentemente aumento no seu volume. E o terceiro, envolvendo procedimentos
cirurgicos diversos. (AL-AQL et al., 2008).

Apos a lesdo do tecido (o trauma), o primeiro evento que ocorre é a formacgéo do
hematoma, que nada mais é, do que as células do sangue (seja periférico ou da medula 6ssea).
Consequentemente ocorre uma resposta inflamatoria, que leva a coagulacdo do hematoma
entorno das extremidades do local fraturado. Ocorre o recrutamento de células-tronco
mesenquimais e a diferenciacdo em condrdcitos que produzem cartilagens e osteoblastos,
que formam o 0sso como ja mencionado. A resposta inflamatoria aguda atinge seu pico nas
primeiras 24 horas e se completa apos sete dias, embora as moléculas pro-inflamatdrias mais
tarde continuem desempenhando um papel importante no final da regeneracdo (CHO et al.,
2002).

Apobs os primeiros dias € produzida uma matriz cartilaginosa, que mineraliza, e
ocorre uma transig@o para 0sso, com iniciativa da reabsor¢do da cartilagem mineralizada. A
formacdo do osso primario é seguida por remodelacdo, em que o calo 6sseo (Figura 3) inicial
¢ modificado por formacdo e reabsor¢do dssea secundaria para restaurar a estrutura

anatdmica que suporta cargas mecanicas (GERSTENFELD et al., 2003).

Figura 2 — Etapas de reparo

Formacdo do Formagao do Formagao do Remodelagdo
A) B) calo mole C) D)

hematoma calo duro dssea

Calo externo

Hematoma Calo 6sseo

Calo interno
Novos vasos

Periosteo g
sanguineos

Fonte: CARANO et al, 2003
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2.4 O papel da superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) na
cicatrizacdo da fratura

A superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) consiste em um
grande numero de diferentes fatores de crescimento e diferenciacdo que incluem as proteinas
Osseas morfogenéticas (BMPs), fator de crescimento transformador beta (TGF-p), fator de
crescimento e diferenciacdo (GDFs), ativinas, inibinas e a substancia inibidora Mulleriana
(CHO et al., 2002).

Os fatores de crescimento com potenciais aplicagbes clinicas (utilizados em
formacdo e reparo 6sseo, e outros tecidos conectivos), sdo agrupados quanto as suas
atividades bioldgicas, incluindo as proteinas da superfamilia “transforming growth factor-
B(TGF-B)”, os fatores de crescimento semelhantes a insulina (“insulin-like growth factors”,
IGFs), fator de crescimento derivado de plaquetas (“platelet-derived growth factor”, PDGF),
fatores de crescimento fibroblasticos (“fibroblast growth factors”, FGFs) e o fator de
crescimento epidermal (“epidermal growth factor”, EGF) (Long, 2001; Lieberman, Daluiski
etal., 2002). A origem e as principais funcdes destas proteinas estdo detalhadas nos membros
especificos desta familia, como as BMPs (2-8), GDF (1, 5, 8 e 10) e TGF-B1-3 promovem
varios estagios de ossificacdo endocondral e intramembranosa durante a cicatrizacdo da
fratura (CHO et al., 2002).

Apds uma lesdo, estimulados pelo fator de crescimento dos fibroblastos (FGF),
produzido pelos macréfagos, os fibroblastos se proliferam, e secretam a matriz extracelular
contribuindo para a cicatrizacdo. Sob a influéncia do fator de crescimento de transformacéo-
B1 (TGF-B1), os fibroblastos diferenciam-se nos miofibroblastos, expressando oo-actina do
masculo liso (o-SMA). Assim, além da sintese de coladgeno, por possuirem filamentos de
actina associados a miosina, sdo capazes de se contrair, retraindo o tecido cicatricial
(MONTONARI, 2016).

Todas as trés isoformas (TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3) deste grupo de proteinas estédo
envolvidas no reparo da fratura. Elas sdo produzidas por degranulacdo plaquetaria apos a
lesdo inicial, o que sugere o seu envolvimento com o inicio da formagdo de calos
(BOLANDER, 1992; BOSTROM, 1998). Certas proteinas também sdo produzidas pelos
osteoblastos e condrocitos em fases posteriores, 0 que aumenta a proliferacdo destas células,

bem como a de células mesenquimais e pré-osteoblastos (LIEBERMAN et al., 2002).
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Acredita-se que o TGF-f exerca uma papel importante na condrogénese ¢ formagao
endocondral (BARNES et al, 1999). Ele também induz a expressdo de proteinas da matriz
extracelular (SANDBERG et al., 1993). O TGF-f2 e TGF-B3 desempenham um papel
importante durante o processo de cicatrizacdo da fratura, uma vez que o pico de expressdo
ocorre durante a fase critica da condrogénese (CHO et al., 2002). A Tabela 1 mostra de forma
simplificada as a¢bes dos membros pertencentes aos fatores de crescimento.

Tabela 1 — Fatores de crescimento

Fator | Origem Funcdo principal

TGFB | Matriz extracelular de | Inicia diferenciacdo de celulas mesenquimais
cartilagem e 0sso; | pluripotenciais. Produz proliferacdo de condro e
plaquetas osteoblastos; regula sintese de colageno e

proteoglicanas.

BMPs | Matriz extracelular de | Inicia formac&o dssea pela diferenciagdo de células
0SSO0; osteoblastos; | mesenquimais pluripotenciais em condro e
osteoprogenitores. osteoblastos; inicia diferenciacéo de

osteoprogenitores em osteoblastos; influencia
diversos aspectos durante “patterning” N0
esqueleto e desenvolvimento.

IGFs Condrécitos, Induzem proliferacdo e diferenciagdo de
osteoblastos,  matriz | osteoprogenitores.
extracelular 6ssea.

PDGF | Plaquetas, células | Estimula a proliferacdo de osteoblastos e
endoteliais, condrdcitos: atua como mitdgeno em osteoblastos
monacitos. e células mesenquimais; é um fator quimiotatico

para macrofagos.

FGFs Osteoblastos, Estimulam  crescimento  de  osteoblastos,
condrocitos, condrocitos e células mesenquimais; estimulam
macrofagos,  células | diferenciacdo de células pluripotentes; participam
mesenquimais. em angiogénese.

EGF Células epiteliais | Induz o desenvolvimento de células endoteliais;
fibroblastos. estimula angiogénese.

Fonte: adaptado do VALENZUELA, 2008.

2.5 Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs)

As BMPS sdo moléculas diméricas com duas cadeias polipeptidicas, que com a
associacao de dois monémeros formam uma ponte dissulfeto (REIDI, 2001; ANJA, 2009).
Cada BMP madura e ativa tem uma ponte de dissulfeto homodimérica dos mesmos membros
ou uma ponte de dissulfeto heterodimérica de dois diferentes membros (SAKOU, 1998).
Cada cadeia monomérica é biosintetizada como uma cadeia polipeptidica com mais de 400

amino &cidos como precursor, incluindo a pro regido e a BMP madura (REIDI et al, 2001).
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Proteases estdo envolvidas nas pro-BMPs (REIDI, 2001), onde nas regides do
carboxi terminais produzem proteinas maduras de aproximadamente de 120 a 140 amino
acidos com 7 residuos de cisteinas (SAKOU, 1998). O ligamento das sequencias de amino
acidos das BMPs indica uma identidade entre elas na regido do carboxy terminal da proteina,

assim como outros membros da superfamilia dos TGF- (SAKOU, 1998).

As BMPs maduras iniciam a sinalizacdo de transducéo pela ligacdo heterodimérica
complexa de duas transmembranas de serina-treonina receptores kinase (YANAGITA,
2009), o BMP receptor (BMPR) tipo | e tipo Il. A ativacdo dos receptores kinases,
desencadeiam a fosforilagdo dos fatores de transcricdo Smad 1, 5 e 8 (Figura 4). As Smads
fosforiladas formam o heterodimero complexo com Smad 4 no nucleo e ativa o alvo da

expressao dos genes com outros ativadores (CHENG, 2003).

Figura 3 — RelagGes entre BMPs e 0s seus receptores

Typell

Ligands receptor Type | receptor R-Smad Co-Smad
EMP-4
ALK-3
| BMP-5 (BMPRIA)
ALK-6
EMP-7/0P-1 (BMPRIB)
BMP-8/Vgr-1 ALK-2
Smad1
1 EMP-8/0OP-2
—E Smad5
EMP-BB BMPRII
Smad8
EMP-9/GDF-2 Actall ALK-1
— Smad4
BMP-10 ALK=2
ActRIIB
———— BMP-12/GDF-7
ALK-6
—: BMP-13/GDF-6 (BMPRIB)
EMP-14/GDF-5
BEMP-15/GDF-9b
— s
GDF-9 Smad2
BMP-3/osteocgenin Smad3
I ks

BMP-3b/GDF-10

Fonte: YANAGITA, 2009.

A BMP-1, ndo é de fato pertencente a familia das BMPs (Reidi, 2001) porque nao
induz a formacdo Ossea (CHENG, 2003), é conhecida como metaloproteinase e esta
envolvida no controle de desenvolvimento da matriz extracelular e na ativagdo dos fatores

de crescimento (DELOLME, 2015), atua como uma enzima proteolitica no pro-colageno
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(CHO, 2002), que desenvolve o seu papel na modulagdo das acdes da BMP pela protedlise
de alguns antagonistas das BMPs e dos TGF, tais como noggin, chordin, e gremlin. (REIDI
et al, 2001).

Ao longo do reparo da fratura, as BMPs se ligam a superficie celular (células
mesenquimais). Sinais sdo ativados e enviados aos nlcleos dessas células, que expressam
genes provocando a sintese de macromoléculas que envolvem a formacdo de cartilagem e
0ss0, as células mesenquimais se diferenciam em condrdcitos ou osteoblastos (REIDI et al,
2001).

O reparo 0sseo envolve trés fatores: resposta inflamatoria, condrogénica e a fase
osteogénica. Em teste com murinos, foi observado que durante todo o processo de
fechamento da fratura (aproximadamente 21 dias), ocorreu a osteogénese, exemplificado por
altos niveis de colageno tipo I, que iniciou 24 h apds a lesdo. No entanto, a maxima
diferenciacéo osteogénica ocorreu entre os dias 14 e 21. A BMP-2 foi a primeira a induzir a
osteogénese, as BMP-4, BMP-7, BMP-8 e BMP-3 expressaram apenas no periodo entre 0s
dias 14 e 21, quando a reabsorc¢do da cartilagem calcificada e o recrutamento osteoblastico
sdo ativados, e ocorre a formacdo 6ssea (CHO et al., 2002), em outros estudos revelou que
0 mensageiro RNA (MRNA) da expressao da BMP-4 esta relacionado aos estagios iniciais
de cura da fratura, a ossificacdo endocondral e a membranosa (YOSHIMURA, 2001). BMP-
5 e BMP -6 e outros membros da superfamilia do TGF-3 sdo expressos de 3 a 21 dias durante
a fratura em camundongos, sugerindo que eles tém um efeito regulador em ambas as
ossificacdes intramembranosa e endocondral (CHO et al., 2002).

E possivel que algumas moléculas das BMPs atuem prevenindo os excessos de calo
gerado no local da fratura através dos seus antagonistas (YOSHIMURA, 2001), sendo
moduladas ndo somente através do gene expressao e 0 processamento da proteina, mas
também pela interacdo com os seus antagonistas como Noggin e Chordin (BRUNET, 1998).
Os antagonistas das BMPs tem um papel importante no desenvolvimento embrionario.
Testes in vitro revelaram que o antagonista noggin pode ser um importante regulador na
formagéo dos calos durante o reparo da fratura (YOSHIMURA et al., 2001).

O noggin é expresso na cartilagem condensada e em condrécitos imaturos, como sdo
expressas as muitas BMPs, ele inicia apds a condrogenese ter iniciado (BRUNET, 1998).
Em um estudo com camundongos descobriu-se que a auséncia do noggin, fez com que o
potencial de inducdo 6ssea da BMP ocorresse de forma livre, isso revelou que o nogin-BMP

tem um importante papel na condrogenese, em controlar o excesso de 0sso e a formacdo de
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cartilagem formada durante o desenvolvimento, ele atua bloqueando a BMP-2, BMP-4 e
BMP-7 (YOSHIMURA et al, 2001), a aplicacdo excessiva por exemplo de BMP-2 no
desenvolvimento embrionario de pintos antes da condensacédo das células mesenquimais e o
inicio da condrogenese, induziu apoptose, e consequentemente a perda de elementos no
esqueleto no desenvolvimento (BRUNET, 1998). O equilibrio entre noggin e BMP-4, por
exemplo, é importante durante a formacdo de calos e a cicatrizagdo da fratura. Alguns
resultados indicam que a BMP-2, 4 e 6 ¢ o fator de crescimento 3 1 (TGF- 1) induzem a
expressao de noggin em células osteoblasticas (YOSHIMURA et al., 2001).

Outro antagonista de alta relevancia ¢ o Chordin, foi o primeiro antagonista
identificado da BMP. E secretado em um grande homodimero de 120 kDa, que contém 4
cisteinas ricas (cysteine-rich — CR) ligadas a BMP. O ligamento do Chordin a BMP-2, BMP-
4 e BMP-7. Sua regulacao acontece através da metaloprotease BMP-1, o Chordin-BMP é
clivado pela BMP-1, e a inativagdo da sua atividade libera BMP (YANAGITA, 2009).

O tempo de fechamento da fratura e a formagéo do novo 0sso podem variar conforme
o0 local da lesédo e o tipo de lesdo. Outro estudo com murinos, demonstrou que em 11 dias foi
possivel ver o novo osso formado. A ativacao iniciou com o ligamento da fibronectina
(familia de glicoproteinas) a receptores da matriz desmineralizada, facilitando a adesdo de
células mesenquimais e a proliferacdo no primeiro dia; no quinto dia ocorreu a diferenciacdo
em condroblastos; no sétimo e oitavo dia ocorreu a maxima condrogenesis, no nono dia foi
possivel observar a hipertrofia de cartilagem com mineralizacdo da matriz da cartilagem. No
décimo e décimo primeiro dia, ocorreu a angiogénese e invasdo vascular, que é um pré-
requisito para a diferenciacdo de osteoblastos. Entdo o recém osso endocronal foi
remodelado no local da hematopoese (REIDI et al, 2001).

As BMP-2, BMP-6 e BMP-9 induzem a diferenciacdo de células mesenquimais para
osteoblastos de forma mais eficiente, e também a inducdo da fosfatase alcalina, sendo a
BMP-2 e BMP-6 as mais potentes nesse aspecto, enquanto as BMPs restantes promovem a
maturacao dos osteoblastos comprometidos (CHENG et al., 2003).

A acdo das BMPs nas células estimuladas funcionam independentemente ou em
colaboragdo umas com as outras, ndo € bem definido ainda as fungdes individuais ou em
grupo das BMPs por completo (CHENG, 2003), mesmo que revelem diferentes niveis de
expressdo nos estagios da consolidagdo da fratura ou na embriogénese, assim como outros
membros da superfamilia TGF- (REIDI et al, 2001). As BMP-2, BMP-4 e BMP-7 tem

demonstrado que individualmente estimulam a expressdo fenotipa condrogénica e a
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osteoblastica, em células precursoras mesenquimais, nas diferentes linhagens celulares
(EDGAR, 2007). E possivel dizer que a acio das BMPs envolve cinco fatores basicos:
proliferacdo e diferenciacdo de células mesenquimais, quimiotaxia, angiogénese e sintese da
matriz extracelular. Essa sequéncia pode estar associada tanto ao desenvolvimento

embrionario como a reparo de fraturas em adultos (REIDI et al, 2001).

2.6 Inicio BMP

Em 1889, Seen em um estudo sobre osteomielite, observou a indugdo 0ssea em
reparos de fraturas, utilizando residuo descalcificado com iodoférmio, a descalcificacdo do
0sso era uma forma de carreador para o iodoférmio. O seu primeiro objetivo era usar o
iodoférmio como antisséptico para tratar a osteomielite. Assim, descobriu que ndo somente
a infeccdo havia sido controlada, mas um novo 0sso havia sido formado. Em 1930, Lavander
notou que um extrato alcodlico de osso cru em tecido muscular, induzia uma nova formacao
0ssea. Em 1961 Sharrard e Collins, usaram um extrato de o0sso descalcificado em
etilenodiaminotetracético (RENGACHARY, 2002).

Em 1965, Urist implantou em locais intramusculares de roedores e coelhos, extratos
de ossos desmineralizados. As células mesenquimais migraram para o local de implantacdo
por quimiotaxia, desenvolvendo-se em condroblastos, osteoblastos e osteoclastos, logo foi
possivel observar a formacdo de um esqueleto cartilaginoso, e a vascularizagdo na matriz
extracelular por células hematopoiéticas e endoteliais; a cartilagem entéo foi reabsorvida e
substituida pelo osso novo. Em 21 dias ocorreu a formacdo de um ossiculo de 0sso
(KIRKER, 2000). Urist constatou que esse grupo de proteinas podia induzir a formacéo do
0SS0 em sitios ectopicos quando implantados em ratos, ele nomeou esse grupo de proteinas
de proteina morfogenética Gssea ou proteina osteogénica (URIST, 1965). Por ndo ser
possivel um ensaio reprodutivel na época, ndo foi confirmado que esse grupo de proteinas
havia realmente sido responsavel pela indugdo dssea em locais ectdpicos (RENGACHARY,
2002).

Em 1983, Reddi e Sampath, desenvolveram um ensaio reprodutivel de formacéo
Ossea ectdpica, baseado na atividade da fosfatase alcalina e a quantidade de célcio obtido no
novo osso formado. O grupo também conseguiu comprovar, experimentalmente, que néo era
a matriz 0ssea responsavel pela indugdo de formacdo ectdpica, mas sim a proteina dentro

dela. Em 1988, Johnson e seu grupo de pesquisa estudaram a proteina purificada humana
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BMP. Foi uma intensa competicdo entre dois grupos para descobrir o sequenciamento de
genes da BMP, o Creative BioMolecule e o Genetics Institute, sendo que simultaneamente
descobriram a sequéncia de varias BMPs, gque resultou em uma patente disputada. Com a

tecnologia do DNA recombinante foi possivel sua reproducao em larga escala.

Em 1998, Wang et al, relatou o isolamento de 0sso bovino de trés polipeptidios de
16, 18 e 30 kDa. Esses foram sequencialmente nomeados BMPs 1, 2 e 3. Wozney et al, usou
esses trés polipeptidios para ajudar a identificar correspondente RNAs humanas e,
consequentemente, os cDNAs. Para melhorar a expressdo, a codificagdo de genes humanos
foram transferidos para células de ovarios de hamster chinés (CHO) e por fim para a
Escherichia coli com a intencdo de produzir grandes quantidades de BMPs. Estudos
adicionais revelaram outras BMPs, reorganizando o grupo atual em rhBMPs de 1 a 15
(KIRKER, 2000).

Em 2002, a Agéncia de Drogas e Alimentos (FDA) dos Estados Unidos, aprovou o
uso da rhBMP-7 para tratamento em defeitos de osso longos, e a rhBMP-2 sobre o nome
comercial de INFUSE® (Medtronic Spinal and Biologics, Memphis, TN) para aplicacdes
em fusdes lombares, ambos aplicados com um carreador adequado de esponja de colageno
bovino tipo | absorvivel (ACS) também conhecido como INFUSE Bone Graft. Em 2004,
apos um estudo com 279 pacientes comprovando o uso da rhBMP-2 no reparo de fraturas,
passou a ser usado para tratar fraturas abertas da tibia (GLASSMAN, 2007), e em 2007, 0
FDA, aprovou o INFUSE® para procedimentos de enxertos 6sseos em aplicacdes buco
maxilo faciais (MCKAY, 2007). A rhBMP-2 produzida é livre do risco de infeccdes e
reacOes alérgicas (RENGACHARY, 2002). Depois de trés aprovacdes do FDA, a rhBMP-2
se tornou a BMP mais estudada (MCKAY, 2007).

2.7 rhBMP-2

O peso molecular téorico da forma dimérica da rhBMP-2 é de 25,8 kDa para o dimero
ligado por dissulfureto (QUAAS,2018). A capacidade da rhBMP-2 para induzir formacéo
Ossea tem sido explorada por aplicacfes terapéuticas. O sinal de transducdo envolve o
dimero darhBMP-2 em associagdo com o tipo | e o tipo Il de receptor. Dois modos de ligacdo
tém sido reportados para a BMP-2, que indica diferentes caminhos de sinais. Para 0 modo
sequencial de ligagdo, duas moléculas receptoras tipo | séo ligadas ao dimero.

Sequencialmente, duas moléculas receptores tipo Il sdo recrutadas pelo receptor complexo
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de ligacdo tipo I. Essa associagdo inicia o caminho da p38-MAPK, que leva a inducgéo da
fosfatase alcalina. O segundo modo de ligacdo é caracterizado pela ligacdo do receptor
complexo pré-formado (PFC — pre formed receptor), que consiste em dois tipos de receptor
I e 11. Pelo vinculo com as ligagdes de PFCs, o sinal do Smad é ativado e a BMP-2 traduzida
(ANJA, 2009). As BMPs, especialmente a BMP-2, sintetizam a fosfatase alcalina,
promovendo a calcificacdo da cartilagem (MONTINARI, 2016).

A ligacdo direta entre os receptores complexos TGF-p e a ativacdo da p38 ja foi
confirmada. Alguns estudos se restringem, na compreensdo da ligagéo de ativagdo da p38
com as BMP-s. O que se tem por entendimento até o momento é o fato das células ndo
responderem a BMP se ndo houver p38 ativada. E que a BMP ativa as MAPK como a p38 e
esta ativa a estabilizacdo de filamentos de actina, o que leva a proliferacdo e a migragéo.
Esse sinal da BMP-2 é requerido para as células pluripotentes que geram estruturas
craniofaciais e do sistema nervoso entérico. Além do mais, um nimero de estudos indica
gue a BMP guia o crescimento dos axonios e dentritos durante o desenvolvimento neuronal.
Em testes in vitro, a BMP-2 induziu a migracdo de células progenitoras mesenquimais da
medula, osteoblastos e células endoteliais (GAMELL, 2010).

Tratamento de células C2C12 com BMP-2 aumentaram os niveis ativos enddgenos
da p38 depois de 20 min da adicdo. A incubacdo de células de BMP-2 junto com noggin
(que sequestra bmp-2 de seus receptores), ndo induziu a ativacdo da p38, as células C2C12
foram tratadas com BMP-2 e noggin por 30 min, em um tempo médio de 45 min. Esses
dados sugerem que a p38 necessita da BMP-2 para sinalizar os receptores complexos. Para
confirmar o papel da p38 na migracdo das células C2C12 em resposta a BMP-2, um estudo
avaliou a cicatrizacdo em monocamadas de células raspadas e expostas a BMP-2 e o inibidor
da p38 (SB203580). Sem a p38, somente na presenca da BMP-2 e do inibidor da p38, a
ferida se manteve; onde o inibidor da p38 (SB203580) foi abolido, houve um efeito positivo
da BMP-2 na cicatrizacdo. E uma reorganizacdo no filamento das actinas, envolvendo
diretamente a migracéo celular. O pré-tramento com o inibidor da p38 aboliu completamente
a inducdo da BMP-2 na reorganizacdo da actina, sugerindo que um sinal intacto da p38 é
essencial para a inducdo da BMP-2 em um sistema de filamentos de actina (GAMELL,
2010).

Outros estudos demonstraram que a falta de expressédo da BMP-2, ndo determina os

padrdes esqueléticos formados na condrogénese que ocorre antes do nascimento, ou seja,
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ndo é necessaria para a formacdo embrioldgica dos 0ssos. Em testes com murinos recém-
nascidos a deficiéncia na expressdo da BMP-2 ndo alterou a formacdo esquelética, o que
sugere que as outras BMPs compensam a deficiéncia. No entanto, com uma semana de idade,
observou-se um atraso significativo na ossificacdo secundaria em cada um dos 0ssos
endocondrais dos membros. Foi observado também um decaimento na producéo de colageno
rico tipo Il na matriz extracelular na superficie da articulacdo da cartilagem dentro do
menisco. Esses resultados sugerem que ap0s 0 nascimento, com a auséncia de BMP-2
desencadeia uma deficiéncia funcional, e como consequéncia, animais pequenos e
relativamente inativos. Quando esses animais crescem e ganham peso, eles tém problemas
sérios na manutencdo das suas funcbes dsseas devido a auséncia de BMP-2. Com 23
semanas, todos os camundongos tiveram fraturas em locais em que havia falta de densidade
mineral 6ssea, demonstrando uma resposta dose-dependente das quantidades de BMP-2 com
a densidade mineral 6ssea, ou seja, contribui geneticamente com a manutencdo da massa

0ssea normal.

Em fraturas realizadas no fémur sem a expressdo da BMP-2, o processo de reparo
envolvendo a condogenese nao iniciou, embora células progenitoras mesenquimais fossem
capazes de reparar o processo no local, revelando a potencialidade osteogénica das outras
moléculas BMPs, como a BMP-4 e a BMP-7 que ndo mudaram os seus niveis de expressao
sem e com a BMP-2. Mas, comprovou gque com a falta de BMP-2 ocorre baixa regulacédo
dessas BMPs, criando um ambiente de reducdo dos sinais de BMP nos estéagios iniciais de
reparo. Quando os niveis de BMP-2, BMP-4 e BMP-7 estdo elevados, essas expressam mais
delas mesmas, para que haja a diferenciacdo das células mesenquimais em 0sso e cartilagem
(situacdo gque ocorre em uma fratura normal 6ssea), niveis maximos da expressao de mMRNA
de BMP-2 dentro de 24 horas ap6s a lesdo, sugerindo que este desempenha seu papel no
inicio do reparo. No entanto, com a falta de BMP-2, a sustentacdo dessa producdo de BMP-
4 e BMP-7 ndo acontece, e devido a isso poucas células se diferenciam em osteoblastos e
condrdcitos, as células mesenquimais aumentam no local da fratura os niveis de receptores
BMP, suprindo a auséncia dos sinais das BMPs, outros membros da familia BMP
compensam essa falta durante a condrogenese e a remodelagdo do 0sso, que pode conduzir
a uma falha no processo de reparo. Esses dados identificam que a BMP-2 ¢ uma molécula
de capacidade regenerativa do 0sso e esta relacionada ao inicio de reparo ésseo (TSUJI,

2006), mostram também que a BMP-2 controla a expressao de varios outras BMPs e quando
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sua atividade é bloqueada, os estromas de células troncos da medula ndo conseguem se
diferenciar em osteoblastos (EDGAR et al., 2007).

No processo, ocorre também o aumento da interleucina-1b (IL-1b) e o ativador
receptante NFkappaB ligante (RANKL), mediadores da resposta inflamatoria e osteoclastica

que ocorre no inicio do reparo (Tsuji, 2006)

H& uma série de estudos recentes que buscam verificar a bioatividade da rhBMP-2
obtida de E. coli em comparacdo a rhBMP-2 expressa em CHO (KUROWAI, 2018).

Em algumas andlises laboratoriais, foi possivel comprovar que o fechamento total de
uma lesdo Gssea pode ocorrer entre 2 a 8 semanas, com aplicacdes variaveis da rhBMP-2
expressa por E. coli, aplicada nos locais da lesdo com ACS, nas quantidades de 2,5 ug, 5 ug
e 10 ug. Em duas semanas de tratamento ja é possivel identificar a formacéo de ostedcitos,
e a juncdo de condrécitos associados com o novo o0sso formado, indicando uma ossificacdo
endocondral. E em 8 semanas a fratura 6ssea € completamente fechada comparada aos
controles ndo tratados com BMP. Em 10 a 20% dos casos, dependendo da anatomia e o local
da fratura, é possivel o fechamento em até duas semanas, comprovando que a adi¢do de
rhBMP-2 de E. coli pode obter resultados semelhantes ao expresso em CHO, porém com
quantidades maiores de aplicacdo, devido a sua atividade ser de 5 a 10 vezes menor, do que
uma proteina nao glicosilada (LEE et al, 2010). Outros estudos comprovam uma eficiéncia
de 40 a 90% ap6s 12 e 24 semanas da aplicacdo da rhBMP-2 em fraturas de fémur,
comparada a 0% de rendimento do grupo controle em que foi utilizado apenas um fixador
externo (KUROIWA, 2018). E possivel transformar os mondmeros da rhBMP-2 em dimero,
que é a forma mais ativa da proteina, outra observacdo é que por ndo possuir agucar (nao-

glicosilada) € mais facil manter a qualidade da producdo (KUROIWA, 2018).

2.8 Producéo em E. coli

Um dos grandes avangos em questdo de expressdo de proteinas foi o
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, que tornou possivel a produgdo em
grande quantidade de proteinas heter6logas. E necessario compreender que a producio
dessas proteinas dependem de trés processos principais: replicacéo, transcri¢ao e tradugéo
(MIYAMOTO, 2013).
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A E. coli é uma bactéria que tem sido amplamente usada para expressar proteinas
recombinantes, devido sua flexibilidade em termos de manipulacdo genética, rapido
crescimento e baixo custo. Isto é exemplificado pelo alto niUmero de ferramentas genéticas
para o continuo desenvolvimento desse hospedeiro. Observa-se esse fato ao analisar, o
Banco de Dados de Proteinas (Protein Data Bank — PDB), em que mais de 90% das estruturas
reportadas, utilizaram a E-coli para a producdo (VICENTELLI, 2013).

O cDNA especifico de genes do DNA humano é inserido em plasmideos utilizando
enzimas de restricdo. O plasmideo é entdo inserido numa célula animal, bacteriana ou de
levedura, num processo chamado transformacgdo. Os plasmideos obtidos s&o introduzidos
em células de cepas da E.coli modificadas geneticamente para que as mesmas produzam a
proteina de interesse. Estas bactérias geneticamente modificadas com os plasmideos sdo
plaqueadas em meio de cultura semi-sélido. Na segunda etapa sdo inoculados em meio
liquido e o crescimento (geralmente a 30 °C ou 37 °C ), sob agitacdo por 3 a 4 horas, em
alguns casos overnight (a noite toda - periodo de 6 horas). O terceiro passo € a inducdo com
IPTG (Isopropil B-d-tiogalactosideo) ou lactose quando atinge uma DOsgo ideal — fase
logaritmica (DO — densidade dtica medida na absorbancia de 600 nm, que esta diretamente
relacionada ao crescimento bacteriano). O quarto e ultimo passo envolve a coleta das

bactérias por centrifugacéo, esse esquema pode ser observado na Figura 5.

Figura 5 — Esquema simplificado da producdo em E. coli

(1) (2) (3) (4)
— — —
37°C Centrifugacio j
Agitagdo
E. colif Meio de Cultura DO~ 0,4-0,5(a) E colif
Plasmideo Recombinante Rico ~0,7-0,8 (b) Plasmicdeo Recomblinante
Indugdo— IPTG
Crescimento
5-6 horas (a)
3-4 horas (b)

Fonte: Miyamoto, 2013.

As células bacterianas sdo coletadas por centrifugacdo, e o nivel de expressédo
proteico € verificado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de uma
pequena amostra de bactérias induzidas (MIYAMOTO, 2013). Em um nivel tedrico, para se
obter uma proteina recombinante, é preciso obter o gene de interesse, clonar em um vetor de

expressao, transformar um hospedeiro de escolha, como a E. coli, induzir a expressao, e
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entdo a proteina estd pronta para purificagdo e caracterizacdo. Alguma das dificuldades que
podem ser encontradas para a expressao de proteinas heterélogas sdo: baixo crescimento do
hospedeiro, formacdo de corpusculos de inclusdo (IB), inatividade da proteina, ou nao
expressao da proteina (ROSARIO, 2013).

A produgéo da recombinante humana BMP-2 (rhBMP-2) em E. coli leva a formagao
de corpusculos de inclusdo que tendem a se formar devido as ligagcdes de dissulfeto. A
bioatividade da rhBMP-2, é recuperada pelo refolding através da solubilizacdo dos IBs.
Muitas técnicas de renaturacdo sdo usadas, como didlise, dilui¢do, e colunas de afinidade,
como a cromatografia de afinidade a heparina, que purifica a rhBMP-2. E a forma mais
simples de se ter rhBMP-2 bioativa através da E. coli, tornando esse processo 0 mais
utilizado atualmente (QUAAS, 2018).

Nas producdes em E. coli, genes de resisténcia a antibidticos sdo habitualmente
usados para deter o crescimento de células sem plasmideos. A degradacdo do antibidtico
acontece em algumas horas e a ampicilina se torna escassa. Com essa situacdo, células que
ndo carregam o plasmideo alterado crescem durante o cultivo. Outros antibidticos também
possuem esse problema, como cloranfenicol e a canamicina, apenas a tetraciclina tem se
mostrado estavel durante o cultivo. O custo dos antibiéticos € um dos gargalos para producao
de culturas em larga escala (ROSARIO, 2013).

2.9 Carreador adequado

A BMP ¢ uma proteina que solubiliza relativamente em agua, com baixo peso
molecular, difunde facilmente nos fluidos corp6reos. Em uma administracdo cirtrgica, como
a fusdo espinhal, ela incorpora rapidamente no local da fratura, podendo ser perdida durante
succdo de drenagem, ou simplesmente ndo permanecer no local aplicado, por isso é tdo
necessario conter a BMP em um carreador adequado (RENGACHARY, 2002).

Desde que a BMP foi inicialmente identificada e purificada, a necessidade de um
carreador surgiu. Varios tipos de carreadores foram investigados experimentalmente e
clinicamente. Os carreadores das hBMPs poderiam ser amplamente classificados dentro da
categoria quimica de sais organicos, levando a substancias poliméricas, como polimeros
sintéticos e naturais. Algumas caracteristicas basicas devem conter nesse tipo de carreador:
ndo induzir uma resposta inflamatoria ou imune, e a sua degradagédo néo deve liberar residuos
toxicos, precisa ser absorvivel conforme a formagdo do novo 0sso, ndo deixar residuo, deve

ser poroso, sendo esta porosidade semelhante ao do 0sso esponjoso.

35



O coléageno bovino tipo | é o carreador mais utilizado em pesquisas e 0 Unico
comercialmente, porque pode ser obtido do 0sso, tenddes e ligamentos, e se encaixa dentro
das descricbes acima, outros tipos de carreadores foram colocados em estudo, alguns
advindos de fosfato de calcio que se assemelham a hidroxiapatita como os granulos de TCP
ja usado em laboratérios quimicos, porém devido a questdes de porosidade e maleabilidade
ndo adentrou nos aspectos necessarios para 0 uso com a rhBMP-2. Embora, o colageno
bovino se dissolva facilmente, e esteja dentro das descri¢des acima, a alguns riscos relatados
em artigos, como a facilidade da rhBMP sair do ACS com baixa presséo e cargas axiais. Por
IS0, 0 seu uso ainda € restrito e ndo foi aprovado para outros tratamentos pela FDA dos
EUA (RENGACHARY, 2002).

A matriz éssea desmineralizada também poderia ser utilizada como carreador, mas
ndo foi aprovada, pelos aspectos de imunogenicidade e transmissdo de doencas. Outros
polimeros tém sido estudados como fibrina, quitosana, alginato, e outros de origem animal
ou polissacarideos derivados de plantas.

Polimeros sintéticos apresentam a vantagem de fornecimento ilimitado, baixa ou
antigenicidade, previsivel, ndo contém risco de transmissdo de doencas, embora alguns
derivados de acido poliglicdlico e acido polilatico tém sido explorados, alguns produtos da
sua degradacdo podem produzir reacdo celular, e a afinidade da BMP com os polimeros
sintéticos ndo é igual ao colageno. HA uma expectativa de que com o estudo e o
desenvolvimento, o0s polimeros possam substituir futuramente o uso do ACS
(RENGACHARY, 2002).

Silva 2011 desenvolveu um carreador baseado no polimero poli e-caprolactona
(PCL), o Unico polimero que a FDA considera biocompativel para a engenharia de tecidos.
O polimero PCL foi sintetizado pelo processo normal de polimerizagdo do mondémero &-
caprolactona induzida pelo iodo, que resultou em uma matriz pura de PCL biocompativel,
sem toxicidade nas avaliagdes in vitro e in vivo, matriz macro porosa, utilizando também
como matrizes do compa6sito com hidroxiapatita (PCL/HA) e com o antibiético vancomicina
(PCL/HA/NC).

A andlise pré-clinica foi feita por implantes em tibias de coelho, e os resultados
histologicos demonstraram que o composito PCL/HA contribuiu para a osteoconducéo a
partir de 30 dias do implante, proporcionando estrutura para a deposicdo do tecido 6sseo
neo-formado, mantendo a consolidacdo durante os periodos de 60-90 dias pds-implante.

Assim sendo, indicando o potencial do polimero como biomaterial para a obtencdo de
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dispositivos implantaveis, capazes de melhorar a osteointegracdo. Esse carreagor esta sob
patente (BR 10 2014 017703 5).

O INFUSE com o ACS ¢ aplicado com volumes variaveis de acordo com o tamanho
do dispositivo de colageno com uma solucgdo na concentragdo de 1,5 mg/cc (MCKAY,2007).

Na Figura 1, estdo os kits atualmente disponiveis no mercado.

Figura 5 - Quatro tipos de kits do Infuse Bone Graft: pequeno, médio, grande e

grande Il
TOTAL GRAFT VOLUME ’ ’ 28 cc 5.6 cc ’ ’ 8.0 cc 8.0 cc
7510200 7510400 7510600 A 7510800
e e SMALL KIT MEDIUM KIT LARGEKIT LARGEKIT Il

INFUSE® Bone Graft Kits

Sterile Absorbable (2) ACST"x 2" (4) ACST" x 2" (6) ACS1"x 2" (1) ACS 3" x 4"
Collagen Sponge (ACS) (254cm x 508 cm)  (254cmx 508 cm) | (254cm x 5.08cm) | (7.62 cm x 10.16 cm)

mg rhBMP-2 42 mg 84mg 120 mg 120 mg

Concentration rhBMP-2 1.5 mg/cc 15 mg/cc 15 mg/cc 1.5 mg/cc

Fonte: Mckay, 2007
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Cepas de E.coli produtoras de hBMP-2

As cepas utilizadas foram a E.coli W3110 e a E.coli BL21(DE), com vetores de
expressao com o cDNA da hBMP-2. Também utilizou-se o plasmideo com repressor
(pPRK248 clts). A presenca do repressor € Util para evitar a expressao do gene de interesse
durante o crescimento bacteriano. Na temperatura de 42 °C, o repressor (termosensivel) é
desativado, permitindo a expressao desejada da proteina de interesse (Soares et al., 2006).

A construcdo dos vetores de expressdo para E.coli foi realizada de acordo com as
técnicas classicas de biologia molecular, utilizando reagbes com enzimas de restrigdo para
corte do vetor, com DNA ligase, para unido do fragmento codificante da hBMP-2 ao vetor,
que esta sob propriedade intelectual do LABORATORIO BIOSINTESIS P&D LTDA. O
crescimento da bactéria W3110 com o vetor ocorre a 30 °C sem represssor € a mesma
temperatura com o plasmideo repressor pRK248 clts (ambos overnight), e a cepa BL21(DE)
cresce a 37 °C (durante 6 horas). A temperatura de expressao respectivamente para a cepa
W3110 ocorre a 37 °C (sem repressor) e a 42 °C (com repressor). Ja para a cepa BL21(DE)
a 25 °C apos a adicdo de 1 mM isopropyl-1-thio-bD-galactopyranoside (IPTG) (EINEM,
2010). A utilizacdo do IPTG é necessaria porque na cepa BL21 o gene estd sob o controle
do operador lac, como o IPTG é um imitador molecular da alolactose, através dele é possivel
desencadear a transcricdo através do operador lac, e consequentemente a expressao
(HANSEN, 1998).

A expressdo do plasmideo com repressor é ativada em culturas com temperaturas
abaixo de 42 °C, enquanto a transcri¢do da polimerase do RNA hospedeiro resulta em uma
inativacdo do repressor mutante pelo aumento da temperatura, acima de 42 °C (VALDEZ-
CRUZ, 2010).

3.2 Cultivo das cepas W3110 e BL21(DE)

O cultivo das cepas de E. coli transformadas com o vetor de expressao e o choque
osmotico foi realizado de acordo com técnicas ja padronizadas e utilizadas em trabalhos
anteriores do grupo (OLIVEIRA et al., 1999; SOARES et al., 2000; RIBELA et al., 2003).
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O meio de cultura Luria-Bertani (LB) foi preparado contendo 0,1 mg/mL de
ampicilina na producéo de rhBMP a partir da cepa W3110 sem repressor. Na cultura com
repressor (pRK248 clts ) foi acrescentado o antibiotico tetraciclina (12,5 mg/mL). Para a
producdo da cepa BL21(DE), 0,03 mg/mL de canamicina (Tabela 2). O volume de meio LB

foi de 10 a 25% do volume do erlenmeyer.

Tabela 2. Condigdes de cultivo e expressao.

(A) Cepa W3110 (B) Cepa W3110 (C) Cepa BL21(DE)
Com repressor Sem repressor Sem repressor
Cultivo 30 °C Cultivo 30 °C Cultivo 37 °C
Ativacdo 42 °C Ativacdo 37 °C Ativacdo 25 C
Ampicilina 100 pg/ml Ampicilina 100 pg/ml Canamicina 30 pg/ml
Tetraciclina 50 pg/ml
Sem IPTG Sem IPTG 0, mM IPTG

Fonte: autora da dissertacgéo.

A determinacdo do rendimento de expressdo de rhBMP-2 foi feita apds o choque
osmético por analise em RP-HPLC e HPSEC, como descrito para diferentes proteinas
(DALMORA, 1997; SOARES, 2002; SUZUKI, 2012). Como padréo foram utilizados a met-
hBMP-2 obitida em E.coli (GenScript, Piscataway, NJ, USA) e a rhBMP-2 obtida em células
CHO (Infuse® Bone Graft - Medtronic, Minneapolis, USA).

3.3 Padronizacdo da fermentacdo da cepa de E. coli ja definitivamente escolhida

para producéo, em biorreator tipo piloto

As condigOes de producéo no biorreator foram determinadas com base nos seguintes
pardmetros que atuam na biomassa a ser obtida: (i) temperatura de cultivo e de ativac&o; (ii)
agitacdo em rpm; (iii) porcentagem de oxigénio dissolvido; (v) composicdo do meio de
cultura e adicao de glicose. Como trabalho base foi utilizado as condig¢des de producéo piloto
de prolactina humana, um hormdnio também obtido no espaco periplasmico de E. coli
(SOARES et al., 2008).
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A fermentacdo foi realizada no Biorreator de 20 L (“20-Liter Laboratory Bioreactor”)
(New MBR, Zurich, Suica) disponivel no Centro de Biotecnologia do IPEN, onde se
almejava resultados semelhantes aos ja descritos no trabalho mencionado, com biomassas
da ordem de 30-60 mg A600 e producdo volumétrica de 30-90 mg/ml da proteina de

interesse.

O meio utilizado na dorna do fermentador foi o Jensen 2x e 4x concentrado (4,5 L),

com controle de Oz a 40%, e pH em torno de 7,2.

Mediu-se a cada hora a Aesoo, % O2, pH e fluxo de ar. Apos a densidade Optica de
crescimento atingir 5 Asoo, Onde teoricamente atinge o platd (crescimento constante), foi
iniciada a ativacdo, mudou-se a temperatura de 30 °C para 42 °C ou 37°C. Durante as seis
horas seguintes foram coletas amostras, de TO (hora da ativacao) até o T6 (hora final) para a
realizacdo do choque osmdtico de cada uma, onde foi analisado a expressdo que ocorreu
durante os intervalos. Também foi feito choque da quantidade total produzida. A temperatura
de 42°C foi escolhida, pelo desempenho da producdo da rhBMP-2 avaliados nos outros

ensaios que serdo posteriormente discutidos.

3.4 Caracterizagdo da rhBMP-2 mediante técnicas fisico-quimicas,
imunolodgicas e bioldgicas, para a determinacdo exata dos rendimentos da

expressao

A determinacdo quantitativa e qualitativa da proteina de interesse no meio
heterogéneo das proteinas periplasmicas, é baseada em RP-HPLC em fase reserva. No caso

da rhBMP-2 foi usada uma coluna C4 Grace-Vydac e C4 Phenomenex.

A corrida cromatogréfica foi realizada com a coluna mantida a 30 °C, a detecgdo por
absorbancia em luz UV com comprimento de onda de 220 nm e a quantificacdo da amostra
foi obtida através da determinacdo da area sob o pico, comparada a area do padrdo de
rhBMP-2 da Genscript. Foi utilizada uma fase movel A (solucao de 0,1% de TFA em agua)
e uma fase movel B, diluindo 10% da fase movel A com 90% de acetonitrila. A eluicdo foi
realizada com gradiente linear de 30 a 60% de fase mdvel B, por 40 min a um fluxo de 1

mL/min.
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3.5 Purificacéo por afinidade a heparina e HPSEC

3.5.1 Heparina

A purificacdo da rhBMP-2 foi feita em coluna de heparina (Hitrap Heparin) de alta
eficiéncia (HP — 5 ml), baseada na alta afinidade que o elemento “ligante” desta coluna (um
glicosaminoglicano sulfato, extraido da mucosa intestinal suina possui para uma variedade
de fatores de crescimento como a hBMP-2) (QUAAS, 2018). Outros trabalhos que foram
usados como referéncia para esse estudo que utilizaram a heparina foram Vallejo et al.
(2002); Long et al. (2006); Quaas et al. (2018).

A amostra, depois de dialisada com Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, foi colocada na coluna,
que foi equilibrada anteriormente com Tris-HCI 10 mM, e gradientes de NaCl (0 — 0,3 M)
em Tris-HCI 10 mM, pH 7,5.

3.5.2 High Pressure Size Exclusion Chromatography - HPSEC

A segunda etapa de purificagéo foi feita com o pool das amostras de interesse da
rhBMP-2 produzida e purificada na heparina em HPSEC (cromatrogréfia de exclusdo

molecular), coluna TosoHass TSK 2000.

A corrida foi realizada com coluna mantida a 25 °C, a detec¢do por absorvancia em
luz UV com comprimento de onda de 220 nm e a quantificacdo da amostra foi obtida através
da determinacdo da area sob o pico, comparada a area do padrdo Genscript. Foi utilizada
como fase mével o tampao fosfato de sddio 0,02 M, pH 7,0 com adicao de 0,15 M NaCl para

andlise e coleta.

3.6 SDS PAGE e Western blotting
3.6.1 SDS PAGE

O SDS recobre as proteinas, fornecendo a elas carga negativa proporcional ao seu
comprimento. Quando a amostra proteica corre em um gel de poliacrilamida, as proteinas
sdo separadas por massa molecular (BLANCHER, 1990). A separacdo das proteinas foi feita
por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em tampao tris-glicina. A separa¢ao ocorreu
por aproximadamente uma hora a 35 mA. Apos a corrida eletroforética o gel foi fixado por
uma hora, corado com Coomassie Brillant Blue G por 30 minutos e descorado overnight
(SOARES et al., 2003).
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3.6.2WB

O objetivo do Western Blotting, ou mais corretamente immunoblotting, é identificar com
um anticorpo especifico de um particular antigeno dentro de uma mistura de proteinas
complexa depois de separada em um gel de policrilamida e imobilizado em uma membrana.
“Immunoblotting ” pode ser usado para determinar um nimero de importantes caracteristicas
das proteinas, como a: presenca, quantificacdo e o relativa massa molecular da cadeia
polipeptidica e a eficiéncia de extracdo (BLANCHER, 1990)

Apos separacdo por massa molecular, o gel com as proteinas separadas € transferido
para uma membrana de nitrocelulose pré-umedecida com tampd&o de transferéncia, pH 8,3,
bloqueado durante 1 hora com PBS (tampéo fosfato salino) pH 7,4 + 3% de albumina de
soro bovino (BSA), incubado overnight em agitacdo com anticorpo policlonal primario
produzido em coelho anti-hBMP2 (Biovision Califérnia, EUA), dilui¢do 1:1000, depois foi
lavado com PBS+3% BSA, e incubado durante uma hora com o secundario (policlonal
produzido em cabra anti-lgG de coelho conjugado a HRP), diluicdo 1:5000 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA). Depois é lavado nhovamente com PBS+3% BSA, 3 vezes por 5
minutos, e somente PBS, 2 vezes por 5 minutos. A membrana foi exposta ao luminol
(Luminata™ Forte Western HSP Substrate, Millipore Co., Billerica, MA, EUA) e revelada
em filme CL-X Posure Film (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA).

3.7 Ensaio biolégico com celulas C2C12 in vitro

O ensaio bioldgico € baseado na capacidade de inducdo, por parte da hBMP-2, de
producdo de fosfatase alcalina em células mioblasticas de camundongo C2C12. O ensaio
confirma a atividade da hBMP-2 e possibilita o calculo quantitativo da amostra advinda da
expressao bacteriana, através da luz emitida pelo p-nitrofenil fosfato, quantificada em leitor

de placas no comprimento de onda de 405 nm.

As células C2C12 foram cultivadas em garrafas de 25 cm?, incubadas a 37°C, 5% de
CO3, em meio completo para cultivo DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) com 10%
de soro fetal bovino. Apos exposicdo em diferentes concentracdes de rhBMP-2 por 72 horas,
foi adicionado p-nitrofenil fosfato.

A fosfatase alcalina do meio de cultura, em pH alcalino, hidrolisa o p-nitrofenil
fosfato (Sigma-Aldric) liberando o p-nitrofenol e fosfato inorganico, segundo a reagéo
seguinte:
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p-nitrofenil fosfato + H,O + fosfatase alcalina -> p-nitrofenol + fosfato

A quantidade produzida de p-nitrofenol que possui coloracdo amarelada é avaliada
na absorbancia em 405 nm. Essa leitura é diretamente proporcional a atividade enzimatica
da fosfatase alcalina na amostra (GEORGE N, 1981).

3.8 Andlise da massa molecular por MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF é uma anélise de biomoléculas através da ionizagdo por dessorcao a
laser assistida por matriz, seguido pela deteccdo em um analisador do tipo tempo de voo,
sigla TOF. Esta técnica permite identificacdo por meio de massa molecular e uma avaliagédo

semi-quantitativa da proteina de interesse depois de purificada.
3.9 Andlises dos dados obtidos no ensaio com células C2C12 e na fermentagéo

Os dados obtidos nos experimentos de quantificacdo de fosfatase alcalina por células
C2C12 foram utilizados para o calculo da concentracdo efetiva 50% (ECso). Valores de
concentracdo de rhBMP-2 (Infuse e Genscript) foram transformados para seus logaritmos
em base 10 e os valores foram ajustados a funcdo (I), e plotados contra os valores de

absorvancia (405 nm) observados.
Asoonm = Bottom + (Top-Bottom)/(1+e((LogDL50-X)*HillSlope)

Para comparacdo do efeito entre os padrGes comerciais das proteinas obtidas com as
diferentes construcdes de vetor, condigdes de cultura e disponibilidade nutricional dos
diferentes meios de cultura utilizados, os valores de absorvancia referentes a presenca de
fosfatase alcalina produzida por C2C12 foram transformados em porcentagens em relagédo
aos controles ndo-tratados e plotados contra as concentragdes de proteinas recombinantes
utilizadas em escala log.

Para comparagéo entre metodologias de fermentacdo, o crescimento bacteriano foi
determinado periodicamente por espectrofotometria (Asoonm) e os dados obtidos foram
representados contra um eixo de escala temporal em horas referente aos tempos de

fermentacdo utilizados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Padroes Genscript e Infuse
4.1.1 Andlises por SDS-PAGE e Western Blotting (WB)

E possivel observar as proteinas puras rhBMP-2, de origem bacteriana (padrdo comercial
Genscript) e de células de mamiferos (padrdo comercial Infuse), analisados por SDS-PAGE
e Western blotting (WB), apresentados na Figura 6, a posicéo claramente dimérica (~25.000
Da) do Genscript ndo reduzido, e também do Infuse, cuja massa molecular € maior devida a
presenca do N-glicanos (MCKAY, 2017). No produto reduzido, onde a ponte dissulfeto é
clivada, a massa molecular esta, justamente, préxima de 13.000 Da (Genscript), enquanto o
Infuse reduzido apresenta duas bandas de aproximadamente 18.000 a 20.000 Da,

provavelmente devido a diferentes glicosilacdes.
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Figura 6 - SDS-PAGE (A) e WB (B) de hBMP-2 de Escherichia coli (Genscript) e CHO
(Infuse). As amostras foram reduzidas ou ndo com 50 mM DTT, aquecidas a 95 °C por 5

min e aplicadas no gel de poliacrilamida 15%.

A)
‘.’w 1 2 3 4 S
& -
v -—
L B
$ —_ - 4=
s D . .
- & ¢ |

Marcador de massa molecular

Padrdo Genscript ndo reduzido (10 pl = 1 ug)
Padrlo Infuse reduzido (10 ul =S ug)

Padrdo Infuse nlo reduzido (10 ul =5 ug)
Padr3o Genscript reduzido (10 ul = 1 ug)
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Fonte: autora da dissertacéo.

4.1.2. Analises em RP-HPLC e HPSEC

& WA e

B)

Padrdo Genscript ndo reduzido (1 ul = 0.1 ug)
Padrdo Infuse reduzido (0.5 pl = 0.25 ug)
Padrdo Infuse ndo reduzido (0.5 pl = 0.25 pg)
Padrio Genscript reduzido (1 ul = 0.1 @)

Os dois produtos de referéncia da rhBMP-2 foram também analisados mediante RP-

HPLC (Figura 7) e HPSEC (Figura 8). No caso do produto Genscript, analisou-se o padrao

recentemente adquirido em 2018, e comparou-se com o estocado desde 2017 a -20° C. No

caso do Infuse é evidente um pico com MM (massa molecular) diferente, provavelmente

indicativo de uma glicosilacdo. Observa-se a constancia dos tempos de retencdo dos picos
principais: 16,8 min e 16,3 min na RP-HPLC e 20,4min e 20,5 min no caso da HPSEC,

respectivamente para o Genscript e o Infuse. N&o foi ainda possivel revelar a natureza dos

produtos de possivel “degradacdo” do Genscript ao longo do tempo (mesmo estocado a -20

°C), detectados seja pela RP-HPLC que pela HPSEC.
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Figura 7 - Analise em RP-HPLC da hBMP-2: (A) produzida em Escherichia coli
(Genscript) 10 g, apds 2 anos estocada a -20 °C; (B) mesmo produto recém adquirido logo
apos a reconstituicao; (C) produzida em CHO (Infuse) 10 pg, logo ap0s a reconstituicéo.

A)

B)

C)

mAU 500

400
300
200+

100

min

4004
3004

200

100

16.775

mAU 500

min

400
300
200 '

100

Fonte: autora da dissertacgéo.

min

46



Figura 8 - Anélise em HPSEC da hBMP-2: (A) produzida em Escherichia coli (Genscript)
10 pg, apds 2 anos estocada a -20 °C; (B) mesmo produto recém adquirido logo ap6s a
reconstituicdo; (C) produzida em CHO (Infuse) 10 pg, logo apos a reconstituigdo.
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Fonte: autora da dissertagéo.
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Em um estudo com o padrdo INFUSE (Figura 9) foi possivel observar que também
houve aumento de massa molecular no tempo de retencéo de 16,5 min ao decorrer dos dias
apos reconstituicdo, sendo que esta foi feita conforme as normas do produto, em agua

ultrapura recebida no kit juntamente com a rhBMP-2.

Figura 9 - Anélise em HPSEC da rec-hnBMP-2 produzida em células CHO (Infuse): (a) logo
apos a reconstituicdo (30/1/2019); (b) um dia apds a reconstituicdo (31/1/19), (c) 15 dias
apos a reconstituicdo (14/2/19), (d) 16 dias apos a reconstituicdo (15/2/19). As aliquotas
foram mantidas congeladas a -20 °C. Observar aumento do pico de 16,5 min com 0 aumento
do tempo de armazenamento.

(a) | (b)
20,5 min
20,5 min

|
19,9 min I 19,9 min

- 16,4 min
17,0 min |

20,6 min 20,6 min

20,0 min 19,9 min

16,4 min 16,5 min

Fonte: autora da dissertagéo.

4.2 Ensaio biologico “in vitro” em células mioblasticas murina C2C12

A partir de ensaios de quantificacdo de fosfatase alcalina, culturas de células C2C12
foram expostas a concentragdes crescentes dos padrées de rhBMP-2 Genscript e Infuse
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(0,05;0,1;0,5; 1; 3 e 5 pug/mL). A Figura 10 mostra os resultados das absorvancias (405 nm)
obtidos neste ensaio, contra eixo que contém os valores das concentragdes. Desta forma, a
curva sigmoidal dose-resposta pode ser calculada, e os valores de ECso (concentragéo efetiva
para estimulo de crescimento 50% maior que o controle) puderam ser determinados. Infuse
tem poténcia estimulatéria cerca de trés vezes maior que Genscript (ECso Infuse: 0,438 +
0,03 pg/mL; ECso Genscript: 1,304 £ 0,087 pg/mL; Média + Erro Padrdo da Média).

Figura 10. Valores das quantidades de fosfatase alcalina, representados em unidades de
absorvancia a 405 nm, em células C2C12 tratadas com concentracfes crescentes de rhBMP-
2 da Genscript e da Infuse.
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Fonte: autora da dissertagéo.

Os valores de ECso obtidos foram comparados utilizando-se o teste F de comparagao
de soma dos quadrados, e sdo diferentes entre si (P = 0,0087). Os dois conjuntos de dados
puderam ser ajustados de maneira bastante satisfatoria ao modelo (r? Genscript: 0,9975; r2
Infuse: 0,9965), de forma a corroborar a confiabilidade do calculo dos valores de ECso
obtidos.
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4.3 Determinacdo da massa molecular (MM) exata dos padrdes de hBMP-2 por
MALDI-TOF-MS

Na Figura 11 podemos observar a determinacdo exata da MM do produto Genscript.
Sendo que a mesma empresa Genscript recomenda dissolver o produto em acido acético 20
mM, foi estudada também esta condicéo.

Nesta figura também observamos que a maioria do produto é dimero (forma
biologicamente ativa), com a presenca de ~10% de mondmero. A MM determinada é
exatamente a esperada de ~ 26.000 Da, diferindo da MM tedrica de somente 0,04-0,06%. A
presenca de acido acético (Figura 12) diminui a sensibilidade da analise, mas ndo altera o
resultado. E interessante observar também uma certa presenca (~15%) do tetramero (MM =
52042 Da).

Figura 11. Analise mediante MALDI-TOF-MS do padrdo Genscrip(MM teorica=13.036):

(A) produto recebido diretamente da Genscript, (B) produto tratado com 20 mM de &cido
acetico.

Fonte: autora da dissertacéo.
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Na Figura 12 é representada a analise do padrdo Infuse, dissolvido pelo grupo de
pesquisa e liofilizado antes da anélise. E evidente a presenga em maior quantidade de uma
forma monomeérica (MM = 14377 Da) e de sua correspondente forma dimérica (MM = 28732
Da), ~30% do total. Outra forma, provavelmente derivada de diferente glicosilacdo, €
presente em menor quantidade, com aproximadamente a mesma abundancia de monémero
e dimero (MM = 16.384 Da e 30.798 Da). Relativamente a massa proteica, as duas formas
glicosiladas devem possuir 10,2% e 21,2% de carboidratos, provavelmente devido a

diferentes estruturas e massas do unico N-glicano presente na molécula.

Figura 12 - Andlise mediante MALDI-TOF-MS do padréo Infuse.

24358 0600Da OB ME Baselnes sracted

Fonte: autora da dissertagéo.

51



4.4 Cultivo em erlenmeyer e célculo dos rendimentos de expressdo em hBMP-2

Trés diferentes estratégias de expressdo foram utilizadas, de acordo com a

experiéncia do grupo.

A primeira (A) é baseada na utilizacdo do vetor de expressdo juntamente com outro
plasmideo, pRK248 clts (pRep), também introduzido na mesma cepa (W3110). Uma vez
que a biomassa bacteriana desejada é alcangada, a ativacdo a 42 °C desativa o repressor,
permitindo assim a expressao da proteina de interesse, sem maiores dispéndios energéticos

para obtencdo de biomassa. Esta estratégia foi denominada: W3110 - 42°C.

A segunda estratégia (B), utiliza 0 mesmo vetor de expressdo porém sem a presenca
do repressor. O crescimento das bactérias é realizado também a 30 °C com expressdo
constitutiva (ndo regulada) da hBMP-2, cuja intensidade € incrementada aumentando a

temperatura de cultivo para 37 °C; estratégia: W3110 - 37°C.

A terceira estratégia (C) é baseada completamente em outro vetor e outra cepa de E.
coli BL21(DE), sistema que possui a vantagem de expressar frequentemente com bons
rendimentos em baixas temperaturas (neste caso 25 °C) com ativacdo mediante isopropil
tioglicolato (IPTG), sempre apds um crescimento bacteriano inicial a 30°C; estratégia: BL21
- 25°C.

A quarta estratégia (D) utiliza 0 mesmo vetor de expressao, também sem a presenca
do repressor como o (B). O crescimento das bactérias é realizado a 30 °C com expressdo
constitutiva (ndo regulada) da hBMP-2, a temperatura de cultivo é abaixada para 25 °C;
estratégia: W3110 - 25°C. Essa estratégia foi realizada posteriormente, algumas etapas ndo
foram realizadas devido ao conhecimento adquirido das trés estratégias anteriores. A
expresdo especifica foi de 0,12 pg/mL/A600 e uma concentracdo de hBMP-2 no meio de
0,40 mg/L aproximadamente .

Os primeiros resultados obtidos com as 4 estratégias (Tabela 3). O sistema BL21
25°C foi aparentemente o melhor, mas é infelizmente baseado na utilizacdo de IPTG que
apresenta um custo razoavel em comparagdo com a producdo em e.coli e certa toxicidade
para células eucarioticas que, porém, ndo parece afetar a E. Coli, ja que apos a purificacdo
essa toxicidade dimiu o seu efeito. A utilizacdo do W3110 37°C ndo apresentou aquela
vantagem esperada na utilizacdo de um sistema de expressao constitutivo, em temperatura

moderada. O sistema classico que utiliza o repressor e ativacdo a W3110 42°C, também foi
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aquém das expectativas. Apresentou uma baixa expressdo especifica (média de 0,16
pug/mL/Asoo), mas a maior biomassa (média de 4,24 Asoo). As amostras que poderiam ser
aplicadas em biorretor mediante os dados apresentados, sdo a BL21 25°C e W3110 42°C,
porém como o interesse € que a cepa a W3110 obtenha um desempenho satisfatério, entdo
estd foi escolhida, para producdo em escala piloto industrial, a expectativa € que em
biorreator, em condi¢Ges controladas de agitagdo, pH, temperatura, oxigénio dissolvido e
adicdo de glicose, este parametro possa melhorar consideravelmente, e assim também a

expressao volumeétrica (de maior interesse industrial), atualmente de somente 0,70 mg/L.

Tabela 3. Expressao especifica e volumétrica de varios cultivos realizados com diferentes
cepas e vetores de expresséo para hBMP-2 (quantificado por HPLC)

ExDressio Expressao Concentracio Concentracéo de
Cepa e temperatura de press especifica A600 final ¢ hBMP-2 no meio
S especifica L ; de hBMP-2 no 4
ativacao (Lg/mL/ABO0) média + DP (biomassa) meio (mg/L) média £ DP
HY (ug/mL/AB00) (mg/L)

0,20 4,46 0,89
0,16 2,68 0,42

(A) W3110-42°C 0,16 + 0,05 0,70+ 0,37
0,19 6,08 1,14
0,10 3,76 0,37
0,10 3,44 0,33
0,17 4,77 0,81

(B) W3110 - 37 °C 0,13+0,03 0,51+0,21
0,15 2,94 0,45
0,12 3,72 0,45
0,44 3,01 1,33
0,42 2,94 1,23

(D) BL21-25°C 0,41+0,18 1,16 + 0,39
0,59 2,53 1,49
0,16 3,74 0,6

Fonte: autora da dissertacéo.

4.5 Rendimento da expressdo conforme o meio

Com objetivo de obter uma producéo mais eficiente de rhBMP-2 foram testadas duas
concentragfes do meio utilizado para a producdo de choque osmotico, e outros dois meios
para cultivo. Luria Bertani (1x) e Luria Bertani (2x), com ativacdo da produgdo 37°C
(W3110 sem repressor) e 42°C (W3110 com repressor), e 0s mesmos parametros foram

aplicados ao meios Zamani e Jensen (37° sem repressor e 42°C com repressor), a temperatura
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a 37°C foi escolhida, devido a frequéncia de sua utilizacdo com cepas e.coli. Através das
medidas de D.O em uma absorbancia de 600 u.a e da producdo do choque osmaético, foi
possivel obter dados comparativos entre todos esses parametros. Na Figura 13, as analises
em SDS-PAGE e WB, observa-se os fluidos periplasmicos produzidos, o meio LB 1 x sem
repressor (numero 2 na figura 13.a e 0 mesmo na figura 13.b), possui bandas de baixo peso
molecular, em comparacdo com o padrdo Genscript, ja que a banda de interesse da proteina
é o dimero na dire¢do do padrdo. Tanto no SDS-PAGE e WB, observa-se uma banda na
direcdo do padrdo com poucas bandas acima do dimero, demonstrando um indice menor de
impureza e a hBMP-2 produzida pela E-coli.

Figura 13 - a) SDS-PAGE e b) WB, comparacdo de meios de cultura para expressao de
BMP-2 na cepa w3110, com repressor (42°C) e sem repressor (37°C). M — Marker, 1. BMP-
2 padrdo Genscript (2017), 2. Fluido sem repressor meio LB, 3. Fluido sem repressor meio
LB2x, 4. Fluido sem repressor meio Jensen, 5. Fluido sem repressor meio Zamani, 6. Fluido
com repressor meio LB,7. Fluido com repressor meio LB2x, 8. Fluido com repressor meio
Jensen, 9. Fluido com repressor meio Zamani.

a) b)
1 2343 61789
M123456173829 . = RATR
e b R . -me®
MM ~ B "!’ =
*‘)\ - -—‘.:—_‘.;;ﬂ a - T.‘ Dimero
0n v — - - - - € Mondmero

Fonte: autora da dissertacéo.
4.6.Primeira etapa de purificacdo em coluna de afinidade HiTrap Heparin-Sepharose
HP

Na Figura 14 apresentamos 0s cromatogramas obtidos na primeira etapa de
purificacdo da rhBMP-2 em coluna de afinidade a heparina a partir do fluido dialisado. E
possivel observar os picos de interesse, que continham rhBMP-2, que foram selecionados
apos analise por SDS-PAGE. As fragdes proteicas separadas pela técnica de cromatografia
também foram analisadas em HPSEC e selecionadas aquelas que eluiram no mesmo tempo

de retencdo do padrdo de rhBMP-2 (Genscript). Aquelas que apareceram na posi¢do
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dimérica (~25kDa) relativo ao padrdo de rhBMP-2 (Genscript) no SDS- PAGE, passaram
pela segunda purificagdo em HPSEC.

Figura 14 - Purificacdo da hBMP-2 por cromatografia de afinidade a heparina (Hitrap
Heparin HP). Fluido dialisado com Tris-HCI 10 mM pH 7,5 foi aplicado na coluna. O mesmo
tampdo foi utilizado para o gradiente de NaCl de 0 a 0,3 M: (A) BL21 - 25 °C, (B) W3110 -
25 °C; (C)W3110- 37 °C e (D) W3110 - 42°C . As setas indicam a eluicdo da hBMP-2 com

0,15 M NacCl correspondendo as fracdes de #42 e #52. Leitura feita em 280 nm e fluxo de 3
mL/min. Foram coletadas fracGes de 1 mL cada.
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B) W3110 - 37 °C
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C) BL21 - 25 °C
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Fonte: autora da dissertacéo.
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Na Figura 15 apresentamos um SDS-PAGE em condigdo néo reduzida da estrategia
W3110 - 42°C. Podemos observar que as fracdes #43 e #53 apresentaram bandas na mesma
posicdo dimeérica do padrdo de rhBMP-2 (Genscript), bandas na posicdo de ~30 kDa e de
baixa massa molecular de cerca de 13 kDa que pode ser a forma monomérica. Também

apareceram possiveis agregados acima de 50 kDa.

Figura 15 - SDS-PAGE 15% em condigéo ndo reduzida da amostra W3110 - 42 °C coletada
da purificacdo de BMP-2 por cromatografia de afinidade & heparina (Hitrap Heparin HP) —
gradiente de NaCl (0—0,3 M) em Tris-HCI 10 mM pH 7,5. 1. Marker, 2. Genscript (2018),
3. Choque pds dialise W3110-AP/42 °C; 4. Fracdo #29; 5. Fracdo #32; 6. Fracdo #37; 7.
Fracdo #43; 8. Fracdo #70; 9. Fracdo #53; 10. Fracao #60.
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Fonte: autora da dissertacéo.
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Na Figura 16 apresentamos o SDS-PAGE com as fracGes coletadas da purificacéo
com o fluido peripldsmico da estratégia W3110 - 37 °C. As fracOes #40, #42, #50, #52, #54,
#56 e # 58 apresentaram bandas na posicao dimérica igual ao padrdo de rhBMP-2 (Genscript)
e uma possivel forma monomeérica. Também possuem bandas de massa molecular proximo

a 30 kDa e de alta massa molecular superior a 50 kDa.

Figura 16. SDS-PAGE 15% em condic¢do ndo reduzida da amostra BL21 - 25 °C coletada
da purificacdo de BMP-2 por cromatografia de afinidade a heparina (Hitrap Heparin HP) —
gradiente de NaCl (0— 0,3 M) em Tris-HCI 10 mM pH 7,5. 1. Marker, 2. Genscript (2018),
3. Fracdo #40; 4. Fracdo #42; 5. Fracglo #44; 6. Fracdo #46; 7. Fracdo #48; 8. Fracdo #50; 9.
Fracdo #52; 10. Fracdo #54;11. Fracao #56;12. Fracdo #58; 13. Fracdo #60.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fonte: autora da dissertacgéo.
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A Figura 17 apresentamos o0 SDS-PAGE com as fragdes coletadas da purificacéo
com o fluido periplasmico da estratégia na estratégia BL21 - 25 °C. As fracdes #46, #50,
#52, #54 mostraram posicdo dimerica semelhante ao padrdo genscript, também exibiu a
possivel forma monomerica, bandas na posicao de ~30 kDa e bandas de alto peso molecular
acima de ~ 50 kDa. Devido a esses dados, as elui¢des foram divididas em A e B para cada
estratégia, sendo A as elui¢des das fracbes #40 ao #46, aproximadante (a regido detectada é
a mesma, mas as eluicbes podem variar dentro dessa regido conforme o pico apresentado),
e 0 B sendo as eluicdes das fracdes #50 ao 56.
Figura 17. SDS-PAGE 15% em condicdo n&o reduzida da amostra BL21 - 25 °C coletada
da purificacdo de BMP-2 por cromatografia de afinidade a heparina (Hitrap Heparin HP) —
gradiente de NaCl (0-0,3 M) em Tris-HCI 10 mM pH 7,5. 1. Marker, 2. Genscript (2018),
3. Fracdo #40; 4. Fragédo #42; 5. Fracdo #44; 6. Fracdo #46; 7. Fracdo #48; 8. Fracdo #50; 9.

Fracdo #52; 10. Fracdo #54;11. Fracdo #56;12. Fracdo #60; 13. Choque pés dialise BL21-
PET/25 °C; 14. Fragdo #58
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Fonte: autora da dissertagéo.

A estratégia D W3110 - 25 °C, foi posteriormente expressa e purificada, através dos
resultados eminentes das trés estratégias anteriores testadas, a mesma faixa de elui¢cdes da
heparina conforme os picos mostrados na Figura 14 Heparina A, B, C, e D, que indica picos
semelhates nas 4 estratégias avaliadas, se diferenciando apenas por picos que possuem
formagdes produzidas pela E.coli com alto peso molecular, podendo ser agregados protéicos
ou corpos de inclusdo (QUASS, 2018), esses agregados diminuem ou aumentam conforme
a temperatura de expresséo, nas duas faixas de elui¢cOes separadas A e B. Na Figura 18

BL21 - 25 °C, percebe-se uma producgéo sem o pico a esquerda que fica na faixa de eluigdes
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noemada B (entre ~#50 ao #56), facilitando a segunda purificacdo, dentro as estratégia com
a cepa W3110, a faixa de elui¢cbes B, nas temperaturas a 25°C e 37°C nao foi possivel
observar com precisao, o pico ficou mais evidente e separado a 42°C. Depois de identificadas
as fracbes A e B, estas foram homogenezidas (feito um pool), concentradas em um filtro

amicon 0,45 ug, para a realizagéo da segunda purificacdo em HPSEC.

A Figura 18 é um SDS-PAGE em que as trés estratégias (cepa W3110 a 42°C e
37°C, e 0 BL21 a 25°C) foram analisadas em seus respectivos A e B conforme as elui¢bes
das fracOes da heparina. Percebe-se que todos os A tem um banda um pouco acima do padréo
Genscript, que correspondem ao peso proximo ao dimero, e uma banda em torno dos 30
kDa. Todos os B possuem uma banda um pouco acima do padréo, provavelmente também
correspondente ao dimero. Além de todos possuirem formas de alto peso molecular acima
dos 50 kDa, como ja mencionado baseado nos SDS da Fig. SW. A W3110 a 37°C
(correspondente ao 3 e 4 da figura), na sua forma em B, possui uma banda um pouco acima
de 10 kDa, indicando um possivel monémero da BMP, o w3110 a 42°C (correspondem ao
5 e 6 da figura), os dois apresentaram uma banda um pouco acima dos 10 kDa. E o (BL21 a
25°C correspondente ao 7 e 8), foi 0 que apresentou a forma mais pura, sem bandas de alto

peso molecular e possui também um possivel monémero no A (7).

Figura 18. SDS-PAGE 15% em condigdo ndo reduzida das amostras coletadas da
purificacdo BMP-2 por cromatografia de afinidade a heparina (Hitrap Heparin HP) —
gradiente de NaCl (0 - 0,3 M) em Tris-HCI 10 mM pH 7,5. 1. Marker, 2. Genscript (2018),
3. A fragdo#42 W3110 - 37 °C, 4. B Fragdo #52 W3110-AP /37 °C, 5. A Fracao pool #39-
41 W3110-AP /42 °C, 6. B Fragdo pool #49-51 W3110-AP./42°C, 7. A Fragdo #42 BL21-
PET/25 °C e 8. B Fragédo #52 BL21-pET/25 °C.

Fonte: autora da dissertacéo.
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4.7. Segunda etapa da purificacdo em HPSEC, utilizada com finalidade preparativa e

analitica.

Conforme descrito nas elui¢des da Heparina, foram separados o A e o B de cada
estratégia. A estratégia w3110 42°C, o pool A fracGes #39-44, o pool B fragdes #48-54 (Fig.
19 A); a estratégia w3110 37°C, o pool A fracbes #40-46, o pool B fracBes #49-53 (Fig.19
B); a estratégia BL21-pET/25°C, o pool A fragdes do #39-45, o pool B Fragdes do #47-53
(Fig. 19 C) e a estratégia w3110 25°C, o pool A fracbes #39-45 e pool B fracbes #47-58
(Fig. 19 D). Podemos observar na Fig. 19a que os produtos coletados para fins preparativos

foram ao mesmo tempo, analisados, em coluna de exclusdao molecular (HPSEC).

As quatro estratégias que utilizam diferentes cepas e vetores proporcionaram picos com
diferentes niveis de pureza: o mais puro sendo o produto expressado em BL21-pET/25°C
(com IPTG). A reprodutibilidade dos tempos de retencéo (tr), sempre de 15,6-15,8 min para
o pool A e 16,4 a 16,5 para o pool B, 0 que é um 6timo teste de identidade para a propria
hBMP-2 obtida em quatro diferentes sistemas.

Os mesmos produtos foram coletados nos tr ~ 15 min para pool A e ~ 16 min para pool
B, e reanalizados na mesma HPSEC, o que forneceu os cromatogramas apresentados na
Fig.19 b. E evidente que, a este ponto, os produtos apresentam praticamente a mesma pureza
(>95%), continuando com os mesmos tr=15,7 - 15,8 min para pool A, e para o pool B
aumentou de forma insignificante permanecendo em ~16.7 . Além disto, a purificacdo em
Heparina, proporcionou 728 pug de produto liofilizado, com 60,8% de rendimento total. O
padrdo Genscript, ja analisado nos capitulos anteriores introduz, porém, uma fonte de
incerteza sendo o tr do seu dimero aproximadamente ~ 20,4 min. Lembramos assim que este
padrdo é um dimero de met-hBMP-2, que a mesma Genscript recomenda seja reconstituido
com &cido acético 20 mM e que, infelizmente, o acido acético passado sozinho na mesma
coluna, produz um pico com o mesmo tr = 20 min. Dos 4 produtos purificados, atraves de
duas etapas cromatograficas, dois apresentaram atividade biolégica em células C2C12

satisfatoria (ver capitulo 4.11).
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Figura 19a. HPSEC preparativa e analitica da hBMP-2 coletada da heparina: (A) pool
coletado das fragdes #42 e 43, BL21-pET/25 °C (500 puL); (B) pool coletado das fragdes #42
e 43, W3110-AP/37 °C (500 pL); (C) pool coletado das fracdes #39 e 41, W3110-APL-

Rep/42°C (500 pL)
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C) BL21-pET/25°C
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Figura 19 b. Analise em HPSEC da hBMP-2 purificada: (A) produto purificado da cepa
BL21-pET/25°C (100 pL); (B) produto purificado da cepa W3110-APL/37°C (100 uL); (C)
produto purificado da cepa W3110-APL-Rep/42°C, fracdo A (100 pL); (D) produto
purificado da cepa W3110APL-Rep/42°C, fracdo B; (E) Padréo de E. coli Genscript (10 pg).
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O gel de eletroforese (Fig. 20), exibe que os produtos da segunda purificagdo em
HPSEC nos pools A e B apresentam separacdo de bandas protéicas semelhantes, revelando
assim que nas 4 formas, mas em quantidades variantes, € possivel verificar o dimero em ~24
kDa no pool B das 4 amostras na posicao do padréo Genscript, e no pool A bandas na posicao
de ~30 kDa e possiveis mondémeros em ~ 13 kDa. Com o wester bloot (Fig. 21) é possivel
determinar se algumas dessas bandas separadas em eletroforese, de fato s&o BMP
(BLANCHER, 1990). O pET 25°C, no A havia banda na posi¢do do dimero, o B exibiu
banda na posi¢do do dimero e monémero, w3110 25°C A e B possuem bandas nas posi¢oes
diméricas e A também a monomérica, w3110 37°C o A exibiu formas na posi¢do dimérica,
monomérica, e 0 B apenas monomérica, o0 w3110 42°C revelou formas na posicao dimérica
em B, e 0 A um grande quantidade monomérica. Todos 0s A das 4 estratégias, apresentaram
uma banda ~31 kDA.

Figura 20. SDS-PAGE 15% em condi¢do ndo reduzida das amostras coletadas da segunda
purificacdo de BMP-2 em HPSEC — gradiente de NaCl (0—0,3 M) em Tris-HCI 10 mM pH
7,5. 1. Marker, 2. Genscript (2018), 3. BL21 25 °C (A), 4. BL21 25 °C (B), 5. W3110 25 °C

(A), 6. 5. W3110 25 °C (B), 7. W3110 37 °C (A), 8. W3110 37 °C (B), 9. W3110 42°C (A)
produgdo 300119, 10. W3110 42°C (B).
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Fonte: autora da dissertacéo.
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Fig.21 WB. 20. Western Bloot das proteinas separadas em SDS- PAGE 1. Padrdo Genscript
(2018), 2. BL21 25 °C (A), 3. BL21 25 °C (B), 4. W3110 25 °C (A), 5. W3110 25 °C (B),
6. W3110 37 °C (A), 7. W3110 37 °C (B), 8. W3110 42°C (A) producdo 300119, 9. W3110
42°C (B).
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Fonte: autora da dissertacéo

4.8 Anélise em HPLC — fase reversa

Para confirmar a identidade dos produtos, foi utilizada HPLC de fase reversa (RP-
HPLC) Figura 22 na espera dos dados relativos as massas moleculares a serem obtidos
mediante MALDI-TOF-MS. Foram escolhidas a estratégia BL21 25°C, pela pureza nas duas
purificacOes e atividade bioldgica. E das 3 estratégias restantes em w3110, 0 w3110 42°C
foi o que demosntrou maior atividade biolégica em células C2C12 (ver depois Capitulo
4.11). As fracdes em A de ambas as estratégias pEt 25°C e w3110 42°C, respectivamente
em (c) e (e), obtiveram tempos de retengdo iguais em 19,5 min, préximos ao primeiro pico
do infuse (b) INFUSE em 18,8 min, sendo que este mesmo pico se assemelha ao do padrao
Genscript em 18,1 min. As formas B das estratégias em (d) e (f) na Figura 21, tiveram
praticamente 0 mesmo tempo de retencdo (d) 23,0 min e (f) 23,3 min, sendo aproximados
ao segundo pico do INFUSE (b) em 22,8 min. Lembrando que a ErhBMP ndo possui sitios
de glicozilagdo, mas as estratégias aplicadas, os tempos de retencao foram semelhantes aos
do INFUSE, provavelmente porque a analise em HPLC é por hidrofobicidade.
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Figura 22. Anélise em RP-HPLC da rec-hnBMP-2: (a) padréo produzido em CHO (Infuse),
(b) padrdo produzido em E. coli (Genscript) apés um ano de estocagem, (c) hBMP-2
produzida em cepa BL21 25 °C, fragdo A, (d) hBMP-2 produzida em cepa BL21 25 °C,
fracdo B, (e) hBMP-2 produzida em cepa W3110 42°C, fracdo A, (f) hBMP-2 produzida em
cepa W3110 42°C, fragdo B.
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Fonte: autora da dissertagéo.
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4.9  Analise de rendimentos da purificacdo em Heparina e HPSEC

Como podemos observar na Tabela 3, as trés purificacGes da fracdo A possuiram
rendimento relativo a massa inicial acima de 50% na purificdo em Heparina, e acima de 50%
em HPSEC. O rendimento total envolvendo as duas purificagdes, foram em torno de ~ 35%
para as purificages advindas da cepa w3110 e 60,8% para o BL21 25°C, sendo o melhor

rendimento adquirido.

A purificacdo da estratégia w3110 42°C segue-se pelo 42,6 pug/ml encontrados nos
80 ml de choque, por um total de 1600 ug que sdo derivados dos 3 litros de meio
condicionado, com 3,32 Asoo (ou seja, com uma atividade especifica de 0,16 pg/ml/Asoo).
Este material proporcionou 568 pg no pico eluido da Heparina na fragdo A, com um
rendimento para esta etapa de 53,4%. Foram aplicados do eluato da Heparina na segunda
purificacdo em HPSEC 143, 4 ug, a coleta do eluato da HPSEC foi de 574 pg, derivados do
valor inicial de 1600 pg, com um rendimento para esta etapa de 67,40%. Estas duas

purificacdes forneceram um rendimento total de 35,3 %.

A purificacdo da estratégia w3110 37 °C segue-se pelo 79,5 pg/ml encontrados nos
141 mL de choque, por um total de 1692 ng que sdo derivados dos 3 litros de meio
condicionado, com 3,72 Asoo (OuU Seja, com uma atividade especifica de 1692 pg = 0,15
pug/mL/A600). Este material proporcionou 1012 pg no pico eluido da Heparina na fragéo A,
com um rendimento para esta etapa de 59,8%. Foram aplicados do eluato da Heparina na
segunda purificacdo em HPSEC 150, 8 ug, a coleta do eluato da HPSEC foi de 603 pug,
derivados do valor inicial de 1692 pg, com um rendimento para esta etapa de 59,60%. Estas

duas purifica¢fes forneceram um rendimento total de 35,9 %.

A purificacdo da estratégia BL21 25°C segue-se pelo 18,83 pg/ml encontrados nos
65 ml de choque, por um total de 1224 pg que sdo derivados dos 2 litros de meio
condicionado, com 3,74 Asoo (ou seja, com uma atividade especifica de 0,16 pg/ml/Aeoo).
Este material proporcionou 1024 pg no pico eluido da Heparina na fragdo A, com um
rendimento para esta etapa de 83,7%. Foram aplicados do eluato da Heparina na segunda
purificagdo em HPSEC 186,4 ng, a coleta do eluato da HPSEC foi de 745 pg, derivados do
valor inicial de 1224 pg, o rendimento para essa etapa foi de 72,70%. Estas duas purificagcdes

forneceram um excelente rendimento total de 60,8%. Se 0s mesmos parametros fossem
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mantidos no fermentador de 150 L, ainda calculando 0,16 pg/ml/Ago € uma OD = 30 Asgoo,

cada fermentacdo poderia fornecer 720 mg de hBMP-2 ou 603 mg de produto purificado, o

que ndo é certamente desprezivel.

Tabela 4. Anélise quantitativa Heparina e HPSEC

Estratégia W3110 42 °C W3110 37 °C BL21 25 °C
Meio
condicionado 3 litros 3 litros 2 litros
1600 ug = 0,16 1692 pug = 0,15 1224 ug = 0,16 pg/mL/
Quantidade pug/mL/A600 pg/mL/A600 A600
A600 3,32 3,72 3,74
Choque
0smotico 80 mL 141 mL 65 mL
Eluato da
Heparina em
HPSEC -
aplicado 500
ul 142 ug 253 ug 256 ug
Total (fracdo
Aem2mL) 568 ug 1012 pg 1024 pg
Rendimento
heparina pos
purificacédo 53,20% 59,80% 83,70%
Eluato
HPSEC
aplicado 100
ul 143, 4 ug 150, 8 ug 186,4 ug
Total (fracio
Aem?2mL) 574 ug 603 ug 745 ug
Rendimento
HPSEC 67,40% 59,60% 72,70%

Fonte: autora da dissertacéo.

4.10 Analise mediante MALDI-TOF-MS dos produtos obtidos e comparacao

com os padrdes Genscript e Infuse

Dos quatro, trés dos diferentes produtos de hBMP-2 obtidos apo0s as duas etapas de
purificacdo (BL21 25°C; W3110 37°C e W3110 42°C) foram também analisados por
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MALDI-TOF-MS com os dois padr@es, especialmente para poder avaliar, pela técnica mais

confidvel, suas MMs e suas composi¢des em termos de mondmero e dimero.

A avaliacéo relativa ao BL21 25°C é uma composicéo especialmente dimérica com uma
presenca de monomero talvez <10%. Sua MM, porém, é aproximadamente 17,2% superior
a MM tedrica da proteina auténtica (31 kDa). Este fato, mesmo considerando que o produto
possui uma alta atividade bioldgica em célula C2C12, merece ser investigado, sendo que

poderia significar uma clivagem incorreta de seu peptideo sinalizador.

Figura 23. MALDI-TOF-MS do produto purificado obtido pela estratégia BL21 25 °C.
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Fonte: autora da dissertagéo.

O produto W3110 37°C, apresenta predominancia de uma forma monomérica, cuja MM
é somente 1,8% inferior ao valor esperado de 12.904 Da. E possui outro pico, de 31270 Da
ndo estad propriamente na posicao do dimero, mas na mesma posicao a avaliacdo relativa do
BL21 25°C.
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Figura 24. MALDI-TOF-MS do produto purificado obtido pela estratégia W3110 37 °C.
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Fonte: autora da dissertagéo.

O produto W3110 42°C pool A, massa de 31.498 Da diferente somente de 0,7-1,0 %
com relacdo as duas massas determinadas anteriormente. Isto indica com alta probabilidade
tratar-se da mesma molécula obtida pelas trés diferentes estratégias. De fato, considerando
os 3 valores de 31.174 Da, 31.271 Da e 31.498 Da, podemos calcular um valor médio =
31314,3+166,3 (CV=0,53%), 0 que indica uma alta exatiddo na determinacdo da mesma

estrutura molecular.
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Fig.25. MALDI-TOF-MS do produto purificado obtido pela estratégia W3110 42°C, em
posicdo A
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Fonte: autora da dissertacéo.

O produto W3110 42°C pool B, massas de 11.140 Da e 15.502 Da, posicéo altamente
monomeérica. Com porcentagem menor de 1 % em variagdo comparado ao padrdo
monomérico da literatura 12.000 Da.
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Fig.25. MALDI-TOF-MS do produto purificado obtido pela estratégia W3110-APL-
Rep/42°C em posicdo B
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Fonte: autora da dissertacgéo.

4.11. Avaliacéo da atividade bioldgica em células C2C12 dos produtos obtidos.

A avaliacdo da atividade bioldgica em células C2C12 foi feita com as fracdes A e B
(das trés tempetaraturas e vetores abordados neste trabalho) da segunda purificacdo em
HPSEC, coletas dos picos de interesse da A (15 minutos) e B (17 minutos). O calculo em
dose resposta, baseia-se na concentracdo da porcentagem da atividade celular do controle,
em comparagdo com a atividade das células expostas as amostras e a0 mesmo reagente, que
induz a producdo de fosfatase alcalina na presenca de BMP (NAKAMURA, 2011).
Conforme os dados (ver Figura 26), das oito amostras a w3110 42°C B e 0 BL21 25°C B
obtiveram atividade biologica, cerca de 1/3 menor que o Infuse. Na concentracdo de
10pg/mL das estratégias, aproximadamente, pode-se dizer que equivale a ativadade do

Infuse em 1 pg/mL.
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Figura 26. Avaliacdo da atividade bioldgica da inducédo da fosfatase alcalina em células
C2C12. Atividade celular da segunda purificagdo em HPSEC do produto purificado da cepa
BL21 25°C, coleta em 17 minutos da fracdo B; Atividade celular da segunda purificagdo em
HPSEC do produto purificado da cepa W3110 42°C, coleta em 17 minutos da fracdo B.
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Fonte: autora da dissertacéo.

4.12. Fermentacao em biorreator MBR tipo piloto (20 L) com controle de temperatura,

pH, agitacio, oxigénio dissolvido e adi¢do de glicose mediante sistema “fed-batch”

4.12.1. Primeira fermentacdo “teste” simulando antiga fermentac¢ao realizada

para producéo de hGH na mesma cepa.

A primeira fermentacdo, podemos observar na Figura 27, foi realizada tentando
reproduzir um experimento ja realizado pelo grupo para producdo de horménio de

crescimento (hGH) e, também, com a finalidade de testar o funcionamento do biorreator.

No caso da hBMP-2 foram utilizadas quantidades maiores de glicose (fed-batch),
respectivamente 3,6 e 5,4 g/L/h e, em contrapartida, um meio menos rico: Jensen 2X ao
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invés de Jensen 4X (JENSEN and CARLSEN, 1990). Talvez por estas razdes a expressao
especifica de hBMP-2 foi bem menor (0,12-0,06 pg/ml/Asg) € ndo aumentou
progressivamente com o tempo de ativacdo a 42°C. O rendimento em biomassa, mesmo nao
atingindo as 60 Aeoo obtidas para 0 hGH (SOARES, 2009), que foi o trabalho base para esse

ensaio, foi aceitavel: ~30 Asoo.

Figura 27. Fermentagdo em biorreator no volume de 5 L. (A- em azul) W3110-AP_-hGH-
Rep/42 °C com meio Jensen 4x, (B —em rosa) W3110-hBMP-2-Rep/42 °C com meio Jensen
2x e (C — em vermelho) W3110-hBMP-2-Rep/42 °C com meio Jensen 4x. Os circulos
indicam a adicéo de glicose (fed batch) com Asoo, respectivamente: 2,4 g/l/h, 3,6 g/L/h e 2,4
g/L/h. Os quadrados a elevacdo da temperatura de 30 °C para 42 °C quando atingido o platd
de crescimento.

804
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- hBMP-2 - 429C - Jensen 2X
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Fonte: autora da dissertagéo.
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Considerac0es Finais

A producdo da rhBMP-2 proposta neste trabalho, foi atingida com atividade
biologica ativa nas estratégias w3110 42°C B e BL21 25°C B. Formas diméricas e
monoméricas foram comprovadas com SDS- PAGE, WB e HPLC para as quatro estratégias,
porém nao obtiveram atividade. O MALDI-TOF-MS ¢é um 6timo parametro para confirmar
a presenca do dimero, porém suas massas nao foram equivalentes ao do padréo; no caso do
pET39b a massa molecular foi 17,5% maior que a do padrdo Genscript, porém essa massa
molecular de ~ 31 kDa foram reprodutiveis em todo o processo nas 4 estratégias. O peso
molecular tedrico da forma dimérica da rhBMP-2 é de 25,8 kDa para o dimero ligado por
dissulfureto e 12 kDA para a forma monomeérica. Mas, nas analises realizadas por outros
grupo de pesquisa, os valores também variaram, como por exemplo 28 kDa (KIRSCH,
2000). Hanamura em 1980, foi um dos primeiros que exibiu que o peso molecular das fragoes
ativas de BMP expressadas em e-coli, nos quais variavam em torno de 30 kDa. Kirsch et al.,
demonstrou que a expressdo extracelular do dominio receptor humano tipo IA da BMP-2
(BMPR-1A) também expressa em Escherichia coli, exibiu que a forma BMP-2 complexa
por ter um excesso de 3 fold, que levou a um pico de 55 kDa, possivel forma de um tetramero,
sendo que na literatura estd 53 kDa. Kirsch também obteve BMP-2 na posicéo dimérica em
16 kDa. Esse aumento no peso molecular ndo tem uma justificativa exata, possivelmente
devido ao excesso de carboidratos, ou erro de clivagem e até mesmo proteinas agregadas
pode estar envolvido (ROSANO, 2014).

No padrdo da Genscript hd uma evidente alteracdo que se reflete também em sua
atividade bioldgica. O ensaio biolégico, demostrou atividade, o que indica que a rBMP-2
produzida foi efetiva, sendo que as estratégias que mais possuiram atividade foi o BL21
25°C B, esta ndo € a mais desejada para a producgéo, pois é necessario a utilizagdo de IPTG,
porém a estratégia W3110-Rep/42°C, fracdo B, obteve atividade dentre as outras

temperaturas de expressdo da cepa w3110.

A producéo piloto em biorreator MBR tipo piloto (20 L) foi baixa, em comparacéo

com o trabalho base, em que observa-se um incremento na expressao periplasmica de ~30
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vezes, elevando as biomassas de ~3 unidades de absorbancia (A600) em erlenmeyer, até 35
Asoo em biorreator (SOARES, 2008). Os resultados mesmo abaixo do esperado foram

satisfatorios, pois a producdo foi eficiente.

Conforme os dados acerca do padrdo Infuse®, é possivel observar que a producdo da
rhBMP-2 em células CHO, além da proteina ser glicolisada, possui atividade bioldgica
superior a da rhBMP-2 em E.coli. Neste trabalho, optou-se por permanecer com a produgao
em bactéria por ser uma técnica mais simples, a E.coli possui crescimento rapido (o seu
doubling time é de 20 min), meios de comunicacdo e condi¢cGes ambientais Gtimas,
economicamente mais vidvel, os meios complexos ricos podem ser feitos de componentes
prontamente disponiveis e baratos, mesmo em que sua producdo perisplamisca, como a
realizada nesse trabalho, os nimeros de expressdao sejam significantemente menores
(ROSANO, 2014). No contexto regulatério os dois sistemas (E.coli e CHO) apresentaram o
mesmo tipo de trabalho em questbes préaticas.

Foram obtidos no total 8 materiais, que possuem atividade, com purificacdo
reprodutivel e rendimentos acima de 50% no total das duas purificacdes. Em 1998, Kupler
constatou a produgdo de BMP-2 produzida em E.coli, purificada (com um rendimento de
98% - apenas uma purificacdo em heparina), biologicamente ativa, em uma massa de 0,4
ug/mL. Neste trabalho foi desenvolvido um método com duas purificacBes, que tornou o
material com condic¢Oes excelentes de pureza, e com massas em torno de 0,16 pg/mL,
biologicamente ativa. Para um possivel ensaio in vivo seria necessario produzir uma
quantidade de 2,5 para inducdo dssea, conforme Lee et al 2010, que na quantidade a partir
de 2.5 pg/mL induziu a formacéo 6ssea. O projeto do presente trabalho ja iniciou os teste in

Vivo.

Das 8 as que biologicamente sdo mais ativas, sdo a ErhBMP-2 em BL21 25°C fracédo
A, e W3110-hBMP-2-Rep/42 °C fracdo B. Uma possivel juncdo de todas essas massas
levaria a um outro estudo interessante, ja que é possivel observar picos diferentes dos
padrdes Genscript e Infuse, em que deveria apenas sair um unico pico. O Infuse
provavelmente por possuir uma metionina a mais e ser glicosilado, e o Genscript ndo tem
razdes totalmente claras, apenas constatado que o tampé&o utilizado para a diluicdo, tem de
certa forma uma interferéncia no decorrer do tempo. Entdo a possivel juncdo das amostras
ndo estaria fora dos parametros até 0 momento, sendo que os proprios padrdes comerciais

ndo obtém um pico Unico como demonstrado hoje na analise.
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