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ADAPTACAO DE CELULAS SECRETORAS DE PROLACTINA HUMANA E SEUS
ANTAGONISTAS PARA O CRESCIMENTO EM SUSPENSAO

Fernanda dos Santos Arthuso

Resumo

O Grupo de Horménios do Centro de Biotecnologia do IPEN desenvolveu
varias linhagens de células de ovario de hamster chinés (CHO) modificadas
geneticamente e comprovadamente eficientes na expressdo de proteinas
heterdlogas, dentre elas a prolactina humana (hPRL) e os analogos antagonistas
de prolactina (S179D-hPRL e G129R-hPRL). No entanto, todas as linhagens para
expressao sao cultivadas em monocamadas e dependentes da presenca de soro
fetal bovino (SFB) no meio de cultivo para um crescimento eficiente. As células
em suspensao apresentam um grande interesse industrial-farmacéutico, tanto
pela facilidade de cultivo e ampliacdo de escala, como pela produtividade
volumétrica. Desenvolvemos um protocolo para adaptacéo de células CHO para o
crescimento em suspensdo e também processos de producdo em frascos
spinners. Nesse trabalho foi realizada a adaptacédo das linhagens produtoras de
hPRL; S179D-hPRL e G129R-hPRL para o crescimento em suspensao e em meio
livre de SFB. Realizamos também a producdo em escala laboratorial com as trés
linhagens adaptadas, assim como a correspondente purificacdo e caracterizacao
de quatro proteinas heterdlogas, incluindo a prolactina humana glicosilada (G-
hPRL).



ADAPTATION OF CHO CELLS SECRETING HUMAN PROLACTIN AND THEIR
ANTAGONISTS TO GROWTH IN SUSPENSION

Fernanda dos Santos Arthuso

Abstract

The Hormone Group of the Biotechnology Center of IPEN has developed
different cells lines of genetically modified chinese hamster ovary cells (CHO) for
the expression of heterologus protein like human prolactin (hPRL) and its
analogs/antagonists (S179D-hPRL and G129R-hPRL). All cell lines for expression
are however cultured in monolayer culture dish and depend on fetal bovine serum
(FBS) in the medium for an efficient growth. Cells in suspension show a great
industrial-pharmaceutical interest, especially for the cultivation facility and scale
enlargement as well as for volumetric productivity. We developed a protocol for
adapting CHO cells to suspension growth, in spinner flasks. The adaption of our
cell lines producing hPRL; S179D-hPRL and G129R-hPRL to suspension growth
and in serum-free medium was obtained. We also carried out laboratory scale
production with the three suspension-adapted culture line cells and the
corresponding purification and characterization of four heterologous proteins,
including glycosylated human prolactin (G-hPRL).
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1 INTRODUCAO

Células de mamiferos cultivadas em laboratorio possuem exigéncias
diferentes daquelas encontradas quando integradas a um organismo vivo. Estas
exigéncias, fundamentais para a sobrevivéncia celular, também diferem de célula
para célula, conforme a espécie animal que a originou, os tecidos de origem ou 0
grau de adaptacdo destas células ao crescimento em cultura. Basicamente ha
dois métodos para o cultivo destas células: o que utiliza células que necessitam
de um suporte para crescimento, e o que utiliza células ndo aderentes, que
crescem em suspensao.

Células dependentes de ancoragem sdo aquelas que precisam de um
suporte para que ocorra o crescimento, isto €, para crescerem necessitam de uma
superficie adequada para se aderir. A adesdo das células é mediada por
receptores de membrana especificos para moléculas na matriz extracelular. A
adesdo € precedida pela secrecdo dessa matriz de proteinas e glicanos
extracelulares especificos por parte das células. A necessidade basica de um
suporte para ancoragem orienta todas as escolhas de processos produtivos. O
aumento da escala de producao esta diretamente ligado a ampliacdo da area de
cultivo celular e deve levar em consideracdo a relacdo entre a area disponivel
para cultivo e o volume do biorreator.

Os primeiros cultivos industriais de células foram realizados em garrafas
roller, em seguida utilizaram-se microcarregadores. O cultivo de células em
garrafas roller € o mais tradicional para células em monocamada, podendo ser
facilmente usado para cultivos em larga escala, simplesmente aumentando-se a
quantidade de garrafas. A principal caracteristica deste sistema € a excessiva
manipulacéo exigindo grande esfor¢co de mé&o de obra e aumentando o risco de
contaminagao.

Objetivando o estabelecimento de culturas com altas densidades celulares
em um unico recipiente, Weiss e Schleider (1968) desenvolveram um sistema

formado por uma pilha de placas de vidro sobrepostas, imersas no meio de



cultura. Este procedimento permite aumentar a area disponivel para crescimento
e ao mesmo tempo utilizar um volume de meio de cultura relativamente pequeno.

Em 1972, House e col. desenvolveram um sistema, no qual, células BHK
(Baby Hamster Kidney) e de embrido de camundongo cresceram aderidas a um
filme plastico de poliéster transparente, disposto em espiral dentro de um frasco
de cultura. Este procedimento aumentou em dez vezes a superficie disponivel
para a cultura, em relagdo ao sistema tradicional, que utilizava garrafas roller,
reduzindo na mesma proporcdo o espaco ocupado e rendendo oito vezes mais
células.

Um grande passo para o cultivo de células em alta densidade e em grande
escala, foi obtido por Van Wezel em 1982. Ele desenvolveu um sistema para
células suporte-dependentes, no qual as células crescem aderidas a microesferas
ou microcarregadores (MCs) que por sua vez se mantém em suspensao mesmo
com suave agitacdo, 0 que permite uma grande homogeneizagdo do meio, com
um controle ideal das condic@es fisioldgicas da cultura, como pH, temperatura e
oxigénio.

Embora estes microcarregadores se mostrassem adequados para uso em
producdo de antigenos virais sintetizados pelas células apds infeccdo viral
(Yokomizo et al., 2004), seu uso tem sido mais intenso na sintese de produtos
recombinantes como hormoénios e outros fatores humanos de interesse
farmacéutico. Ha na literatura um trabalho que descreve sua utilizacdo para
producado da tireotrofina humana (hTSH) (Cole et al., 1993) e outro relativo a um
hormdnio de estrutura analoga, o hormonio foliculo estimulante humano (hFSH)
(Loumaye et al., 1998), enquanto ndo ha nenhum trabalho relativo a prolactina e
seus antagonistas.

As células CHO sédo os hospedeiros mais comumente utilizados para
producdo de biofarmacos, especialmente para a obtencdo de glicoproteinas
(Ribela et al., 2003; Schmidt, 2004), por exemplo, hPRL e hTSH, sendo que a
glicosilacdo que elas proporcionam é relativamente similar aquela apresentada
pelas células humanas. Essas células crescem normalmente aderidas em placas
de cultura e/ou garrafas ou, quando utilizadas em biorreatores, aderidas a
suportes como microcarregadores.

As principais vantagens da utilizacdo de células CHO cultivadas em

suspensao estdo relacionadas ao fato de que essas células possuem a



propriedade de crescerem rapidamente em frascos spinner ou biorreatores,
atingindo altas densidades celulares, o que € muito Util em processos que exigem
a reducao de custos e reducédo de manipulacdo. Podem ser mantidas em cultura
por uma simples diluicdo ou aumento do volume da cultura e, por ultimo, mas nao
menos importante, elas oferecem uma maior seguranca bioldgica, pois
apresentam menores riscos de contaminacdo devido a proteases, prions, virus,
etc., pelo fato de poderem ser cultivadas em meio livre de soro fetal bovino (SFB)
(Link et al., 2004; Kim et al., 2006; Le Floch et al., 2006; Beyer et al., 2009).

Podemos assim, concluir que as culturas em suspensdo e sem Soro,
realizadas em biorreatores, sdo agora um processo padréo para a producao de
proteinas recombinantes, pois para a maioria dos produtos aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration) a producdo € realizada sob estas condi¢cbes
(Zanghi et al., 2000).

A prolactina (PRL), horménio protéico primariamente secretado pela
glandula hipofisaria anterior, € mais conhecida por estimular o desenvolvimento
da glandula mamaria e a lactacdo nos seres humanos (Riddle et al., 1933),
contudo, também apresenta uma variedade de acfes, tais como crescimento
celular, balanco hidrico e de eletrolitos e varios aspectos fisiologicos e
comportamentais da reproducdo (Freeman et al., 2000; Goffin et al., 2002;
Goodman e Bercovich, 2008). De forma autdcrina e paracrina exerce atividades
mitogénicas, morfogénicas e secretoras (Ben-Jonathan et al., 1996). O gene que
codifica a prolactina é Unico sendo encontrado em todos os vertebrados e nos
humanos, estd localizado no cromossomo 6 (Ormandy et al., 1997). Possui
também acédo direta nos controles do ciclo e diferenciacéo celular e da apoptose
(Walker, 2001; 2007). A hPRL madura consiste de uma simples cadeia protéica
de 23 kDa, composta por 199 aminoéacidos, incluidas 6 cisteinas responsaveis por
trés pontes dissulfeto intra-moleculares (4-11, 58-174, e 191-199) (Sinha, 1995).

Essa proteina, quando expressa em células de mamiferos como, por
exemplo, células lactotroficas da hipofise ou até mesmo células CHO, apresenta
um sitio de glicosilagcdo unico e parcialmente ocupado na Asn-31 com um alcance
de ocupacao de 10-30% de hPRL glicosilada (G-hPRL) em relacdo ao total de
hPRL de qualquer origem, hipofisaria ou recombinante (Price et al., 1995; Heller
et al., 2010; Rodrigues Goulart et al., 2010).



Estdo surgindo dados da literatura indicando um potencial uso clinico da
PRL, por exemplo, o apds transplante de medula 6ssea, por estimular a
hematopoiese e a recuperacdo imune, ou na reversdo da mielossupressao
induzida por azidotimidina ou por terapias mielo-ablativas (Woody et al., 1999).
Estudos em ratos mostram que o nivel de PRL aumenta em resposta ao
estresse, sugerindo sua acao protetora contra o estresse agudo induzido por
hipocalcemia e erosfes gastricas (Fujikawa et al., 2004) e que a PRL também
melhora a resposta antitumoral dos linfécitos “natural killer” (Zhang et al., 2005). A
hPRL apresenta ainda outras aplicacdes clinicas em fase de estudo. Podemos
citar como exemplos aquelas relativas a artrite reumatoide, a fibrose cistica e ao
cancer de colo retal, entre outras (Ben-Jonathan et al., 1996).

Estudos indicam também a potencial aplicacdo da hPRL como agente
imunoterapico nos casos de infeccdo por HIV (Richards et al.,, 1998) e outras
possiveis aplicacdes clinicas ainda estdo em fase de estudo (Soares et al., 2000;
2002; 2006). Evidéncias como a secrec¢ao e acao local da hPRL (efeito autocrino /
pardcrino) relacionam esta proteina com o desenvolvimento de cancer de mama e
de prostata (Ginsburg e Vonderhaar, 1995; Reynolds et al., 1997; Llovera et al.,
2000).

Inicialmente considerou-se que esta proteina apresentava apenas a forma
nao glicosilada, com peso molecular de 23 kDa, mas em 1984, em estudos sobre
a glandula hipofisaria ovina, estabeleceu-se que a prolactina também pode
ocorrer sob a forma glicosilada, com 25 kDa (Lewis et al., 1984), representando
15% da prolactina na hipofise anterior (Lewis et al., 1985) e 30% da prolactina das
células deciduais (Yoon et al., 2003).

Este polipeptideo esta sujeito a varias modificacdes pds-traducionais, tais
como quebra proteolitica, polimerizacao, fosforilacdo, desamidacao, sulfatacao e
glicosilacdo, aumentando desta forma o seu espectro de agao (Price et al., 1995).

A Figura 1 mostra algumas destas modificacdes em formato esquematico.
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Figura 1: Diagrama esquematico da molécula de PRL e algumas das suas

variantes estruturais (Sinha, 1995).

A glicosilacdo € uma modificacdo poés-traducional que ocorre na maioria
das proteinas secretadas por células de mamiferos. Pode acontecer ou no
reticulo endoplasmatico, onde uma cadeia oligossacaridica € transferida para a
proteina e se liga covalentemente a uma asparagina (Asn) localizada na
sequéncia do tripeptideo Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido,
exceto prolina (Pro). Recebe entdo o nome de “glicosilagdo N-linked” (Figura 2),
como no caso da prolactina humana (Asn 31), ovina, bovina e outras (Sinha,
1995), ou no Complexo de Golgi, em que a cadeia oligossacaridica se liga a
serina (Ser) ou treonina (Thr), denominada “glicosilacdo O-linked”, como nos
casos da prolactina de rato e peru (Sinha, 1995). Podem ainda ocorrer os dois
tipos de glicosilagdo na mesma glicoproteina. As bactérias e alguns sistemas
eucariontes, como as leveduras, ndo sdo capazes de realizar modificacdes pos-

traducionais complexas como a glicosilagao.
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Figura 2: Transferéncia de oligossacarideos Asparagina “N-linked” (Shelikoff et
al., 1994).

Pesquisas tendo como base a relacdo da PRL no desenvolvimento do
cancer de mama e de préstata estdo voltadas para o desenvolvimento de
antagonistas de PRL e sua potencial acdo anti-cancerigena. Foram estudados,
por dois grupos distintos, principalmente dois tipos de analogos-antagonistas. O
primeiro € derivado dos conhecimentos relativos ao antagonista do hGH, onde a
substituicdo do aminoéacido Glicina (G) 120 por outro, de maior tamanho e com
carga positiva, a Arginina (R), resulta em um impedimento estérico que nao
permite a ligacdo desse hormbénio a segunda molécula do receptor (Fuh et al.,
1992; Chen et al.,, 1995). A partir dessas consideragdes, sintetizou-se por
analogia o antagonista G129R-hPRL (Goffin et al., 1994; Chen et al., 1999;
Bernichtein et al., 2003). Um segundo antagonista foi estudado e desenvolvido
com base nos resultados relativos a isoforma de prolactina fosforilada, um
antagonista natural presente numa propor¢gdo de 10-15% na hipofise humana
(Walker, 1994). Este antagonista denominado S179D-hPRL prevé a substituicao
da Serina (S) 179, presente na quarta a-hélice da hPRL por Aspartato (D) (Chen
et al., 1998), sendo que o acido aspartico aparentemente exerce o mesmo
impedimento estérico apresentado pela Serina — fosforilada. Os dois analogos
antagonistas de hPRL tém demonstrado efeitos anti-tumorais in vitro e in vivo
(Chen et al., 2002; Xu et al., 2001; Ueda et al., 2006; 2006b; Xu et al., 2001)
podendo, em futuro proximo, contribuir para o tratamento de cancer humano de

préstata e mama.



Mesmo sendo a maioria das aplicacbes da hPRL ainda em fase de estudo,
0 seu uso in vitro em laboratério de diagndstico clinico é consideravel. Isto faz
dela um hormoénio relativamente procurado, cujo custo na forma altamente
purificada, pode atingir o valor de US$ 5.000/mg.

O presente trabalho se propde, portanto facilitar e melhorar a producao
industrial da hPRL (NG e G) e de seus antagonistas mediantes adaptacdo a
suspensdo na auséncias de soro, das linhagens de CHO produtoras destas
proteinas.

O estudo destes protocolos facilitara também o cultivo em suspenséo

laboratorial e industrial, de outras proteinas de interesse industrial/farmacéutico.



2 OBJETIVOS

Adaptacdo das linhagens celulares CHO que expressam as proteinas
heterdlogas: prolactina humana (NG-hPRL e G-hPRL) e os analogos antagonistas
de hPRL: S179D-hPRL e G129R-hPRL, para o crescimento em suspensao na
auséncia de soro. Essa adaptacdo inclui também a comprovacdo da qualidade
das proteinas heterdlogas produzidas. Para tanto sera otimizada para cada
linhagem uma producdo em escala laboratorial tendo por meta a obtengéo da
proteina de interesse em quantidade e pureza que viabilizem a sua caracterizacao
fisico-quimica e biolégica, possibilitando a comparacdo com padrbes

internacionais ou amostras de referéncia interna.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Material utilizado no cultivo celular

3.1.1.1 Meios de cultura

“‘Minimum Essential Medium” (a-MEM), Gibco/Invitrogen (Gaithersburg,
MD, EUA)

Meio sem soro, CHO-S-SFM IlI, com nucleosideos (hipoxantina e timidina),
Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA)

Meio sem soro, BD Select™ CHO, Becton Dickinson and Company
(Sparks, MD, EUA)

3.1.1.2 Linhagens celulares

Células de linfoma de rato Nb2, gentiimente doadas pelo Dr. P. Gout
(British Columbia Céancer Agency, Vancouver, Canadd). A proliferacdo
dessas células depende dos horménios lactogénicos, como a prolactina,
gue atuam como fator de crescimento. Sua resposta mitogénica na
presenca desses horménios € mediada por receptores especificos de
superficie, sendo utilizadas no bioensaio de prolactina

Células Ba/F3-LLP (linfécitos pro-B murinos - Low Low Prolactin)
transfectadas com um plasmideo que codifica o receptor longo de hPRL,
prolactina dependentes

Células CHO DXB-11 mutantes, deficientes no gene da enzima diidrofolato
redutase (DHFR"), transfectadas com o vetor pEDdc-hPRL

Células CHO DXB-11 mutantes, deficientes no gene da enzima diidrofolato
redutase (DHFR"), transfectadas com o vetor p658-S179D-hPRL

Células CHO DXB-11 mutantes, deficientes no gene da enzima diidrofolato
redutase (DHFR"), transfectadas com o vetor p658-G129R-hPRL
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3.1.1.3 Material plastico

Pipetas de 1, 2, 5, 10 e 25 mL, Corning Costar Corp. (NY, EUA)

Placas de petri de 10 cm de diametro, Corning Costar Corp. (NY, EUA)
Sistema de Filtragdo de 500 mL, 0,22um, Corning Costar Corp.(NY, EUA)
Tubos criogénicos de 2 mL, Corning Costar Corp. (NY, EUA)

Tubos para centrifuga de 15 e 50 mL, Corning Costar Corp. (NY, EUA)
Tubos eppendorf de 0,5 e 1,5 mL (Hamburgo, Alemanha)

3.1.1.4 Reagentes utilizados na cultura celular

3.1.2

Anfotoricina B, Gibco/lnvitrogen (Gaithersburg, MD, EUA)

Bicarbonato de sédio P.A., Synth (Sdo Paulo, Brasil)

Gentamicina, Shering-Plougt (Rio de Janeiro, Brasil)

Glicose P.A., Merck (Séo Paulo, Brasil)

Metotrexato (MTX), Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Penicilina — Estreptomicina, Gibco/Invitrogem (Gaithersburg, MD, EUA)
Soro fetal bovino dialisado, Gibco/Invitrogen (Gaithersburg, MD, EUA)
Soro fetal bovino, Gibco/Invitrogen (Gaithersburg, MD, EUA)

Tripsina, Gibco/lnvitrogen (Gaithersburg, MD, EUA)

Material utilizado no processo de purificacdo e anélise da prolactina e

Seus antagonistas

3.1.2.1 Colunas cromatograficas

A) Coluna de vidro utilizada em cromatografia classica

Coluna XK (20 cm X 16 mm D.l.), GE Healthcare (Buckinghamshire,

Inglaterra)

B) Colunas de aco inoxidavel utilizadas em Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Coluna TSK G 2000 SW (60 cm X 7,5 mm D.l.), acoplada a uma pré-coluna
SW (7,5 cm X 7,5 cm D.l.), Tosohaas (Montgomeryville, PA, EUA), para
HPLC de exclusao molecular

Coluna C4 Vydac 214TP54 (25cm x 4,6mm D.l.) acoplada a uma pré-

coluna Vydac 214 FSK 54, para HPLC de fase reversa, analitica
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3.1.2.2 Resinas cromatogréficas

Resina cromatografica SP Sepharose Fast Flow (SPFF), GE Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra)

Silica gel, grupo funcional Diol, tamanho das particulas 10 um e poros de
125 A Tosohaas (Montgomeryville, PA, EUA), para HPLC de Excluséo
Molecular

Silica com grupos de ligacao butil alifatico, tamanho das particulas de 5 pm
e diametro de 300 A, Vydac Separations Group (Hisperia, CA, EUA) para
HPLC de Fase Reversa

3.1.2.3 Padrdfes, antissoros e outros reagentes para WB

3.1.3

3.14

hPRL utilizada como padrdo de referéncia interno (P35), produzida em
nosso laboratorio a partir de bactérias E.coli modificadas geneticamente e
calibrada contra o padréo internacional

Antissoro anti-prolactina humana, produzido em coelho, do NIDDK-NHI
(Bethesda, MD, USA)

Proteina A, Pharmacia (Uppsala, Suécia)

hPRL rec WHO — CRS (Chemical Reference Solution) — OMS (Londres,

Inglaterra)

Material radioativo

Na'?®l comercial, livre de carregador e oxidantes, fornecido pela Nordion
Europe S.A. (Otawa, Canadd) em concentracdo de aproximadamente
11100-22200 MBg/mL (300-600 mCi/mL) utilizado para marcacdo de

proteina A usada no Western Blotting

Reagentes para marcacado de Proteina A para Western Blotting
Cloramina T P.A., Merck (S&o Paulo, Brasil)
lodeto de Potéassio P.A., Merck (Sao Paulo, Brasil)

Metabissulfito de Sodio, Carlo Erba (Sao Paulo, Brasil)
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Outros reagentes

Acido acético glacial P.A., Labsynth (S&o Paulo, Brasil)

Acido cloridrico P.A., Merck (S&o Paulo, Brasil)

Acrilamida, Merck (Sao Paulo, Brasil)

Alcool metilico, Merck (S&o Paulo, Brasil)

Bis-acrilamida, Merck (Sao Paulo, Brasil)

Cloreto de sodio, Merck (Sao Paulo, Brasil)

Coomassie Brilliant Blue G 250, GE Healthcare (S&o Paulo, Brasil)
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), GE Healthcare (S&o Paulo, Brasil)
Fosfato de sédio monobasico P.A.., Merck (Séo Paulo, Brasil)
Fosfato de sédio dibasico P.A., Merck (S&o Paulo, Brasil)

Glicerol, Merck (Sao Paulo, Brasil)

Glicina, Merck (Sao Paulo, Brasil)

Padrdes de massa molecular, GE Healthcare (Sao Paulo, Brasil)
Persulfato de amonio, Merck (Sao Paulo, Brasil)

TEMED (N, N, N’, N’ tetrametetilenodia,ina), Sigma (St Louis, EUA)
Tris, Sigma (St Louis, EUA)

Leite desnatado em pd Molico, Nestlé (Sdo Paulo), composicao declarada:

gordura (1%), proteinas (36%), lactose (52%), sais minerais (8%), agua (3%)

Equipamentos e acessorios principais

Agitador magnético com 5 posi¢des Bell-enniun®, Bellco (Vinelland, NJ,
EUA)

Agitador magnético modelo 258, Fanen (S&o Paulo, Brasil)

Agitador rotatorio tipo vortex, modelo 162, Marconi (Sao Paulo, Brasil)
Aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), modelo SCL-
1GA, acoplado a um detector de UV SPD-10AV e um programa de
computador Class VP, Shimadzu (MD, EUA)

Autoclave horizontal, modelo speedclave 1l 12L, Odontobras (Sao Paulo,
Brasil)

Autoclave vertical, modelo 103, Fabbe-Primar (S&o Paulo, Brasil)

Balanca analitica, modelo H20T, Mettler (Zurich. Suica)

Balanca analitica, modelo M5AS, Mettler (Zurich. Suica)
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Balanca analitica, modelo P1000N, Mettler (Zurich. Suica)

Banho-maria, modelo 146, Fanen ( Sdo Paulo, Brasil)

Camara de Neubauer, Boeco (Hamburg, Alemanha)

Centrifuga refrigerada automatica modelo Super speed RC — 28, Sorvall
(Newtown, Connecticut, EUA).

Centrifuga refrigerada automatica, modelo: 5810R, Eppendorf, Alemanha.
Centrifuga, modelo LS-3 plus, Celm (S&o Paulo, Brasil)

Coletor de fracbes, modelo Frac-200, GE-Healthcare (Buckinghamshire,
Inglaterra)

Contador gama tipo “pog¢o”, com troca automatica de amostra, modelo
Cobra auto-gama, eficiéncia aproximada para **°I de 80%, Packard
Instrument Company (llinois, EUA)

Destilador de agua, modelo 016, Fabbe-Primar (S&o Paulo, Brasil)
Espectrofotdmetro, modelo ultraspec 2100 pro, Amersham Biosciences
(Uppsala, Suécia)

Estufa de cultura celular, modelo 3159, Forma Scientific (Marietta, Ohio,
EUA)

Fluxo laminar classe Il A/B, modelo 1140. Forma Scientific (Marietta, Ohio,
EUA)

Fonte de alta tensdo para eletroforese ECPS 3000/150, GE-Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra)

Fonte de alta tensdo para eletroforese EPS 600, GE-Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra)

Frascos com volume nominal de 250 mL, Bellco (Vinelland, NJ, EUA)
Freezer -20°C, modelo 0651, Prosd6cimo (Sao Paulo, Brasil)

Freezer -40°C, modelo AB240, Metalfrio (Sado Paulo, Brasil)

Freezer -80°C, modelo 8425, Forma Scientific (Marietta, Ohio, EUA)

Leitor de microplacas modelo Original Multiskan EX (Thermo Electron
Corporation, EUA)

Medidor digital de pH, modelo 4202, Orion (Boston, MA, EUA)
Micro-centrifuga, modelo 5415P, Eppendorf (Hamburgo, Alemanha)

Microscopio invertido, modelo ID 03, Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha)
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— Refrigerador para cromatografia com duas portas de vidro, modelo 2201
combicoldrac I, LKB, Bromma, Suécia

— Sistema de eletroforese vertical modelo 220, Bio-Rad (Ca, EUA)

— Sistema de estocagem de criotubos em nitrogénio liquido, Locator Jr.,
Thermolyne. (Dubuque, IA, EUA)

— Sistema de purificacdo de agua Milli-Q plus, Millipore (Bedford, EUA)

— Sistema de transferéncia Semi-seco Hoefer TE 70, GE-Healthcare

(Buckinghamshire, Inglaterra)

3.1.7 Materiais diversos

— Cilindro de COy, tipo 2,8, White Martins (Sao Paulo, Brasil)

— Filmes de raios-X Kodac X-OMAT (Kodak, Sr Louis, MO, EUA) para
radiografias do WB

— Membrana de filtragado de 0,22um, Millipore (Bedford, MA, EUA)

— Membrana de nitrocelulose (Hybond-C), 0,45 Micron, Bio-Rad (Hercules,
CA, EUA)

— Dispositivo de Ultrafiltracdo Amicon Ultra-4. Membrana de Celulose

regenerada 3000 Daltons, 4mL. Millipore Corporation (Billerica, MA, EUA)

3.2 Métodos
3.2.1 Culturade células

Foram utilizadas células de ovario de hamster chinés (CHO) transfectadas
com o vetor pEDdc-hPRL (Soares et al., 2000) para a secre¢do da prolactina e
transfectadas com o vetor p658-S179D-hPRL e p658-G129R-hPRL para a
secrecdo dos analogos antagonistas de hPRL (Soares et al., 2006). Foram
cultivadas a 37°C, com 5% de CO,, em placa de cultura de 10 cm de diametro
contendo 10 mL de meio de cultura a-MEM (Minimum Essential Medium — Alfa
Medium- GIBCO), gentamicina 40 ug/mL, soro fetal bovino dialisado 10%, glicose
(4 g/L), 100 nM de metotrexato (MTX), cuja funcao principal € manter a pressao de
selecdo, mantendo dessa forma a producdo de hPRL obtida pelo mecanismo da
amplificagcdo génica. As células, apos atingirem confluéncia, foram ressuspensas
utilizando uma solugéo de tripsina 0,2% e redistribuidas em placas de cultura, em

concentraces de 10x10° céls/mL.
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3.2.2 Adaptacgéo para o crescimento em suspensao

A adaptacdo ao crescimento em suspensao das linhagens CHO-hPRL;
CHO-S179D-hPRL e CHO-G129R-hPRL seguiu protocolo desenvolvido nesse
projeto, a partir de modificagdes do protocolo descrito por Sinacore et al. (2000) e

pode ser dividido em 3 etapas:

1°) Adaptacéo para o crescimento sem soro em placas;
2°) Adaptacao para o crescimento em suspensdo em placas;
3°) Adaptacdo para o crescimento em altas densidades celulares em

spinner.

Inicialmente, as células CHO cultivadas aderidas em placas foram
adaptadas ao crescimento em meio sem soro substituindo-se gradualmente o
meio original a-MEM com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) por CHO-S-SFM Il
(Gibco) como pode ser observado na Figura 3.

ApOs a adaptacdo ao crescimento em meio sem soro, as células foram
adaptadas ao crescimento em suspensao estatico em placas de cultura, através
sucessivas diluicdes, por aproximadamente um més.

No spinner utilizamos 50 mL de meio com aproximadamente 200.000
céls/mL e agitacdo com impeller de 50 a 60 RPM, em atmosfera de 5% de CO,, a
37 °C. A concentracao celular foi mantida entre 2x10° e 1x10° céls/mL e quando o
tempo de duplicacdo celular ficou préximo as 24h, como observado no cultivo
tradicional, a adaptacdo ao crescimento em suspenséo foi considerada concluida.
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DiluigBes repetidas até o tempo de duplicagdo celular
chegar em aproximadamente 24h

FIGURA 3: Esquema de adaptacdo das células CHO para crescimento em

suspensao. O processo de adaptacao pode ser dividido em trés fases:

A) Adaptacdo ao meio sem soro: Nessa etapa as células CHO dependentes de
ancoragem e cultivadas em meio a-MEM suplementado com 10% de SFB foram
gradualmente adaptadas ao crescimento em meio livre de soro (CHO-S-SFM II).
B) Adaptagdo para o crescimento em suspensdo em placas: nesta etapa foram
realizadas vérias subculturas e diluicdes, durante aproximadamente um més.

C) Adaptacao para o crescimento em frascos spinner de 250 mL, atingindo alta
densidade celular: Nessa fase foram feitas subculturas e diluicdes durante o
cultivo em 50 mL de meio CHO-S-SFM Il até o tempo de duplicacdo celular
ocorrer em aproximadamente 24h. Depois de estabilizado o tempo de duplicagéo
celular as células CHO adaptadas para o crescimento em suspensdo foram
submetidas a um aumento gradual na concentracdo celular atingindo até 4x10°

céls/mL.
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3.2.3 Producéo laboratorial
3.2.3.1 Producgéo de hPRL

Com o objetivo de obter maiores quantidades de hPRL para posterior
purificacdo, caracterizacao fisico-quimica e biologica, foram realizadas producdes
em spinners com volume nominal de trabalho de 250 mL. A producéao foi iniciada

quando a concentracdo celular chegou a aproximadamente 1x10° céls/mL.

Foram utilizados 2 processos de producao:

e Crescimento em spinner com capacidade nominal de 250 mL com troca
diaria de 100% do meio de cultivo, por 30 dias consecutivos. O namero de
células apos cada coleta foi ajustado para 1x10° céls/mL de meio (volume
de trabalho: 50 mL, incubagéo a 37 °C, 5% de CO, a 60 RPM);

e Crescimento em spinner, nas mesmas condicdes de cultivo antes
mencionado, porém com a troca diaria de 50% do meio de cultivo

(incluindo as células) de um volume total de trabalho de 100 mL.

As coletas diarias do meio condicionado, apos centrifugacédo, foram
armazenadas em frascos a -80 °C. Aliguotas de 1 mL das coletas diarias foram
separadas para andlise por SDS-PAGE e Western Blotting e RP-HPLC.

3.2.3.2 Producdao dos antagonistas

Com o objetivo de obter maiores quantidades de S179D-hPRL e G129R-
hPRL, assim como de hPRL, para posterior purificacdo e caracterizagcao fisico-
quimica, foram realizadas produ¢des em frascos spinners com volume nominal de
trabalho de 250 mL. A producéo foi iniciada quando a concentragao celular atingiu
aproximadamente 1x10° céls/mL. Na maior parte dos experimentos foi utilizado o
processo de producédo de troca diaria de 100% do meio de cultivo, geralmente de
50 mL.
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3.2.4 Purificagéo
3.2.4.1 Purificagcao da hPRL

A hPRL presente no meio condicionado foi purificada utilizando o método
descrito por Soares et al., (2000). O processo € composto basicamente por duas
etapas. A primeira etapa consiste na concentracdo e simultanea purificacao
utilizando uma resina para separacao por troca ionica tipo catidnica, SP-Sepharose
Fast Flow (Pharmacia, Sdo Paulo, Brasil). Nessa primeira etapa o pH do meio
condicionado foi ajustado para 5,0 utilizando acido acético glacial. O material foi
entdo aplicado em uma coluna com a resina SP-Sepharose Fast Flow equilibrada
com acetato de sodio 50 mM (pH 5,0). A absorbancia em UV foi monitorada a 280
nm. Em seguida foi aplicado novamente o tampao de equilibrio até a reducdo da
absorbancia aos valores iniciais.

Com o objetivo de eliminar impurezas foi realizada uma lavagem com esse
mesmo tampéo acrescido de NaCl até uma concentracao de 90 mM. A eluicao da
prolactina foi realizada com tampao HEPES 25 mM, pH 8,0. O fluxo utilizado foi de
200 mL/h e as fracdes coletadas foram de 5 mL.

Diferentes fracdes contendo a proteina foram analisadas por SDS-PAGE, e
as com maior concentracdo de proteina de interesse foram selecionadas para a
segunda etapa de purificacdo, caracterizada por uma coluna de exclusédo molecular
contendo resina Sephacryl S-100 High Resolution. O tampéo utilizado foi
bicarbonato de amonio 0,05 M, pH 8,0.

A isoforma glicosilada necessitou de uma re-purificagdo. Utilizamos entéo
uma coluna de Exclusdo Molecular de Alta Eficiéncia (HPSEC) como coluna

preparativa.

3.2.4.2 Purificagdo dos antagonistas

Cada antagonista contido no meio condicionado da producéo foi purificado
utilizando o método descrito por Soares et al., (2006). O processo € composto
basicamente por duas etapas, onde primeiro utilizamos a resina cromatografica
SP-Sepharose Fast Flow seguido por coluna de Exclusdo Molecular de Alta
Eficiéncia (HPSEC).

Para a primeira etapa de purificagdo utilizamos o mesmo protocolo descrito
para a hPRL, utilizando uma resina para separac¢éo por troca idnica tipo catidnica,

a SP-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Séo Paulo, Brasil).
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Diferentes fra¢cdes contendo a proteina foram analisadas por SDS-PAGE, e
as fragbes com maior concentracdo da proteina de interesse foram selecionadas
para aplicacdo na segunda etapa de purificacdo, uma coluna de Excluséo

Molecular de Alta Eficiéncia (HPSEC) utilizada como coluna preparativa.

3.2.5 Caracterizacdo fisico-quimica da prolactina e seus antagonistas

A prolactina e seus antagonistas foram caracterizados mediante técnicas
fisico-quimicas convencionais como SDS-PAGE, Western Blotting, HPLC de fase
reversa (RP-HPLC) e de exclusdo molecular (HPSEC).

3.2.5.1 Anélise por SDS-PAGE

As amostras do meio de cultura condicionado obtidas durante a
producdo com células CHO adaptadas para o crescimento em suspenséao e das
fracbes obtidas durante as etapas de purificacdo da hPRL foram analisadas
mediante eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE) (Bowen et al., 1980; Sambrook et al., 1989).

A eletroforese foi realizada utilizando-se gel de poliacrilamida 15% em
condicdo nao redutora. O equipamento utilizado foi o sistema de eletroforese
vertical Hoefer mini VE (Amershan Biosciences, Uppsala, Suécia), aplicando-se
uma corrente com intensidade de 35 mA. A duracdo aproximada da corrida foi de

1 hora.

As amostras foram preparadas adicionando-se o tampé&o de amostra (4x)
e em seguida fervidas por aproximadamente 5 minutos.

A fixacdo foi realizada imergindo o gel em solugcao fixadora contendo
50% de metanol, 10% de &cido acético glacial e 40% de agua, sob leve agitacao
durante 1 hora. Apos a fixagdo, a revelacao foi realizada com Coomassie Brilliant
Blue G-250.

3.2.5.1.1 Revelagcdo com Coomassie Brilliant Blue G-250

A revelacao foi realizada com o gel imerso em solugdo corante composta
por 0,25% de azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250), 45% de
metanol e 8% de acido acético por aproximadamente 30 minutos, a seguir
descorando em solucdo de acido acético 10%, fazendo-se “lavagens” a cada 1
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hora (3-4 vezes). Apés a descoloracado o gel foi conservado em solucdo de acido
acético 1%.

3.2.5.2 Anélise por Western Blotting

Para serem analisadas por Western Blotting, as amostras foram
submetidas a SDS-PAGE e, em seguida, a uma transferéncia semi-seca para
membrana de nitrocelulose (22 um) realizada por eletroeluigdo e, posteriormente,
utillizando o antissoro anti-prolactina humana do NIDDK-NIH (Bethesda, MD,
USA) produzido em coelho.

ApoOs a transferéncia, a membrana foi tratada por 10 minutos com
tampéao fosfato salina (PBS) contendo 5% de leite em p6 desnatado e liofilizado
(Nestlé, Sdo Paulo, Brasil), sendo incubada por 18h a temperatura ambiente com
50 mL de antissoro diluido em PBS e 5% de leite em p6. Apos a incubagdo com o
antissoro, foram realizadas 5 lavagens com PBS e 5% de leite. A seguir, a
membrana foi incubada por uma hora com 50 mL de uma solucédo PBS e 5% de
leite contendo 400.000 cpm/mL de proteina A (Pharmacia, Uppsala, Suécia)

marcada com %I (

12_Prot. A). Ao final dessa incubagdo, a membrana foi lavada
com PBS por pelo menos 6 vezes. Na sequéncia, foi deixada na estufa a 37 °C
até secar, sendo posteriormente envolvida em um filme plastico transparente de
PVC, estando assim pronta para a auto-radiografia. A exposicdo auto-
radiogréfica, utilizando telas intensificadoras, foi realizada a -80 °C. O tempo de
exposicdo depende da intensidade da resposta desejada, da atividade especifica
da **°I-Prot. A, da afinidade e titulo dos anticorpos e da quantidade do produto a

ser analisado.

3.2.5.3 Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC

A avaliacdo qualitativa e quantitativa da prolactina e dos antagonistas foi
realizada por técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusédo
molecular (HPSEC) e em fase reversa (RP-HPLC) (Riggin et al., 1988; Dalmora et
al., 1997; Soares et al., 2002). Em ambas, a deteccdo foi feita mediante luz

ultravioleta (UV), no comprimento de onda de 220 nm.
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No caso da HPSEC, a técnica de elui¢do foi isocratica utilizando como
fase movel o tampéo bicarbonato de aménio 0,025 M, pH 7,0 ajustado com &cido

fosforico 2%, sendo o fluxo de trabalho de 1,0 mL/min.

Na RP-HPLC a coluna foi mantida a 42 °C e foram usados na fase movel
71% de Tris 0,05 M, pH 7,5 e 29% de N-propanol, sendo o fluxo de trabalho de
0,5 mL/min.

Tanto em HPSEC quanto em RP-HPLC a determinacdo do tempo de
retencdo e a quantificacdo se fez comparativamente a preparacdo recombinante
IPEN de prolactina obtida em E. coli. e/ou do padréo internacional de prolactina
recombinante da Organizacdo Mundial de Saude (WHO), o CRS (Chemical
Reference Standard).

3.2.6 Ensaios bioldgicos

Foram realizados estudos para avaliar a poténcia da prolactina e dos
antagonistas em ensaios de proliferacdo celular com células Nb2 e Ba/F3-LLP,
linhagens prolactino-dependentes com receptores de prolactina murino e
humanos, respectivamente (Tanaka et al., 1980; Glezer et al., 2006). Foi utilizado

como referéncia o padrao de hPRL-recombinante da WHO 97/714.

3.2.6.1 Bioensaio com células Ba/F3-LLP

As células Ba/F3-LLP sdo mantidas rotineiramente em suspensdao em
meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado por
aguecimento (20 minutos a 50 °C), 2 mM de glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50
png/mL de estreptomicina, 700 ug/mL de geneticina (G418) e 1 ng/mL de hPRL
recombinante (rhPRL). Antes de comecar o ensaio de proliferacdo, as células sdo
mantidas em meio sem prolactina e com 1% de SFB inativado por 4 a 6 horas,
depois distribuidas em placa de 96 pocos (50x10* céls/pogo) com um volume final,
incluindo a amostra, de 200 pL por poco. Depois de 72h de incubagédo a
37 °C e 5% de CO,, o numero de células viaveis foi avaliado por coloracdo com
MTS (Chen et al., 1998). Brevemente, 2 mg/mL de MTS [3(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolin (Promega Corp.,

Madison, WI, USA)] dissolvidos em tampéao fosfato-salina (PBS) foram misturados
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na proporgdo de 20:1 (vol/vol) com fenazina metosulfato (Sigma, St. Louis, MO,
USA), 0.92 mg/mL em PBS. Vinte microlitros da mistura foram entdo adicionados
a cada poco e apés 2h de incubacdo a 37 °C a absorbancia foi lida no
comprimento de onda de 490 nm utilizando um leitor de microplacas (Original
Multiskan EX Therno Electron Corporation, EUA).

3.2.6.2 Bioensaio com células Nb2

As células Nb2 foram mantidas rotineiramente em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10% de soro de cavalo castrado,
penicilina (50 U/mL), e 2-ME (Betamercaptoetanol) 5 mM em tampéao fosfato-
salina. Antes de comecar o ensaio de proliferacdo, as células foram mantidas por
8 horas no meio de pré-ensaio, similar ao meio de crescimento, porém com
reducdo do SFB de 10 para 1%, constituindo o pré-ensaio. Depois deste periodo,
o meio foi centrifugado e as células foram ressuspensas no meio de ensaio, sem
SFB e com adicdo de HEPES 0,015 M, sendo entdo distribuidas em placa de 96
pocos (20 x 103 células/poco) com um volume final, incluindo a amostra, de 200
UL por pogo. Depois de 72h de incubagéo a 37 °C e 5% de CO,, 0 nimero de
células viaveis foi avaliado por coloracdo com MTS (Chen et al., 1998), da mesma

forma descrita para as células Ba/F3-LLP.
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4 RESULTADOS

4.1 Adaptacéo para o crescimento em suspensao

As linhagens CHO-hPRL e CHO-G129R-hPRL, apresentaram uma
adaptacao rapida e relativamente f4cil, foi seguida a metodologia desenvolvida
nesse trabalho e apresentada de forma esquematica na Figura. 3 (pag. 16). Para
essas linhagens, as trés etapas de adaptacdo foram completadas em menos de
dois meses (~45 dias). Durante a segunda etapa do cultivo ainda em placas foi
observada a presenca de aglomerados de células que poderiam dificultar a
absorcdo de nutrientes e comprometer o crescimento celular. Esses aglomerados
foram praticamente eliminados quando se iniciou o cultivo em frascos spinners,
com agitacao e utilizacdo de impeller (Figura 4).

A linhagem CHO-S179D-hPRL também apresentou uma facil adaptacao,
porém, um pouco mais demorada. Neste caso, diferentemente das outras duas
linhagens, ocorreu uma maior tendéncia para formar aglomerados de células, que
se estendeu por um periodo mais prolongado, ocorrendo mesmo durante o cultivo
em frascos spinner. Para desagregar esses aglomerados utilizamos um método
enzimatico separando as células com uma solucdo de tripsina 0,02%. Apods

aproximadamente trés passagens esse efeito nao foi mais observado.

FIGURA 4: Microscopia optica de células CHO-hPRL cultivadas em suspensao
(cultivo estatico), com aumento de 100x (A), e em spinner com agitacdo e

utilizacao de impeller, com aumento de 200x (B).
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4.2 Producéao laboratorial
4.2.1 Producéo laboratorial da hPRL

Para a producédo da hPRL foram utilizados dois processos:

e Crescimento em spinner com capacidade nominal de 250 mL com troca
diaria de 100% do meio de cultivo, por 30 dias consecutivos. O namero de
células apds a coleta foi ajustado para 1x10° céls/mL (volume de trabalho:
50 mL, incubacéo a 37 °C, 5% de CO, e 60 RPM);

e Crescimento em spinner, nas mesmas condicdes de cultivo supra
mencionadas, porém com a troca diaria de 50% do meio de cultivo de um
volume total de trabalho de 100 mL. As células retiradas junto com o meio
de cultura normalmente eram descartadas apés a centrifugacdo do meio
condicionado, ou excepcionalmente, caso necessario, eram em parte
reutilizadas com o objetivo de manter o nimero de células iniciais em

aproximadamente 1x10° céls/mL.

As aliquotas coletadas das trocas diarias foram analisadas por RP-HPLC
(Soares et al., 2002) e WB. Os resultados sao apresentados na Figura 5.

A producdo de hPRL em ambos 0s experimentos se manteve constante
durante os 30 dias com um valor final de 7,3 ug hPRL/mL, no caso da troca de
100% (Fig. 5B) e de 5,4 pg hPRL/mL, no estudo com troca de 50% do meio (Fig.
5A). Essa constatacdo também pode ser observada no WB, de forma mais
imprecisa, onde sdo comparados os dois experimentos, com amostras coletadas
em diferentes dias (Fig. 5C).

A nosso ver a condigcdo com troca de 100% do meio de cultivo € mais
interessante para producdo em escala laboratorial, onde a centrifugacéo de
volumes relativamente pequenos de meios de cultura € perfeitamente viavel, e
justificada pela maior produtividade volumétrica, renovacdo celular mais
apropriada, e obtencéo da proteina de interesse coletada no maximo apés 24h de
secrecao para o meio. Porém, € importante ressaltar as vantagens decorrentes do
experimento com troca de 50% do meio: praticidade na producdo em maior
escala, minimizacdo da manipulacdo e dos riscos de contaminacdo, alta

produtividade juntamente com uma boa qualidade da proteina e crescimento das
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células, que aparentemente ndo apresentaram nenhum comprometimento

importante.
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FIGURA 5: (A e B) Exemplos de analise por RP-HPLC de 500uL de meio
condicionado do experimento com troca de 50% e 100% de meio,
respectivamente. As flechas indicam a posi¢cédo da hPRL, de acordo com o padrao
de referéncia. (C) Analise por Western Blotting (1) padréo de referéncia interno de
hPRL P35; (2 a 5) coletas relativas a troca de 50% do meio, apo6s 1, 10, 20 e 30
dias, respectivamente; (6 a 9) coletas relativas a troca de 100% do meio, apés 1,

10, 20 e 25 dias, respectivamente.
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E importante ressaltar que pela primeira vez foi quantificada diretamente
por RP-HPLC a hPRL recombinante presente no meio de cultivo condicionado.
Isso foi possivel devido a alta concentracdo de hPRL no meio, a auséncia de SFB
e a baixa quantidade de proteinas contaminantes presentes no meio CHO-S-SFM
[I. Na Figura 6 temos um exemplo de analise por RP-HPLC de dois meios de
cultura comerciais antes de serem utilizados para o cultivo das células. Para isso
foi necessario aplicar um volume de 500 pL de meio. Uma dificuldade encontrada
nessa metodologia foi o préprio perfil cromatografico do meio de cultivo que
apresentou na regido proxima da eluicdo da hPRL alguns picos de eluicdo lenta

gue necessitam ser considerados para uma quantificagdo mais exata.
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Figura 6: (A e B) Exemplo de analise por RP-HPLC dos meios de cultivo CHO-S-
SFM 1l e Select CHO, respectivamente, antes de serem utilizados para o cultivo

celular.
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4.2.2 Producéo laboratorial dos antagonistas G129R-hPRL e S179D-hPRL
Para a producdo laboratorial dos antagonistas G129R-hPRL e S179D-
hPRL foram utilizadas as linhagens secretoras CHO-G129R-hPRL e CHO-S179D-
hPRL j&a adaptadas para o crescimento em suspensdo na auséncia de soro e em
frascos spinners.
Para isso foi utilizada a metodologia de troca de 100% do meio de cultivo.
Aliguotas diarias foram coletadas durante todo o processo de producdo para

andlise qualitativa da produtividade como pode ser observado na Figura 7A e 7B.

1 2 3 45 6 7 8

FIGURA 7: (A) Andlise por Western Blotting dos diferentes dias de producgéo do
antagonista G129R-hPRL; (1) padréo de referéncia interno de hPRL P35 — 20ng;
(2 a 7) 15uL de meio coletado ap6s 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias de cultivo,
respectivamente; (B) Analise por Western Blotting dos diferentes dias de
producdo do antagonista S179D-hPRL (1) padréo de referéncia interno de hPRL
P35 — 20ng; (2 a 8) 15uL de meio coletado apés 1, 3, 5, 8, 10, 13 e 15 dias de

cultivo, respectivamente.
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4.3 Crescimento em spinner com altas densidades celulares

As células CHO adaptadas para o crescimento em suspensédo, na auséncia
de soro e em frascos spinners foram submetidas ao crescimento em diferentes
densidades celulares. Para esse procedimento foi realizada a condicdo de troca
diaria de 100% do meio de cultivo.

Os resultados estdo apresentados na Figura 8. A maior produtividade
volumétrica (8,7 ug hPRL/mL meio/24h) ocorreu na concentracao celular inicial de
2x10° céls/mL. J&4 no cultivo inicialmente com 1x10° céls/mL, apdés 24h a
produtividade volumétrica foi de 5,0 pg hPRL/mL meio/24h e no cultivo com 3x10°
céls/mL, apds 24h a produtividade volumétrica caiu, passando a 6,6 pg hPRL/mL
meio/24h.

E importante destacar nesses resultados a possibilidade de melhorarmos a
produtividade volumétrica ainda em escala laboratorial abrindo perspectivas para
novos estudos. Ndo estd claro se essa condicdo com 2x10°céls/mL pode se
perpetuar por longo prazo, ou ainda se ocorreu alteragcdo na pureza inicial da
proteina de interesse (fracdo de massa), jA que o numero de células iniciais é o
dobro do estabelecido anteriormente. A queda na producdo volumétrica com o
aumento no numero de células pode ser devida a diferentes causas, entre as
quais: diminuicdo na capacidade nutricional do meio, como consequiéncia do rapido
consumo de nutrientes; alteracdo de pH, provocada pela presenca maior de
metabdlitos celulares; ou deficiéncia na oxigenacao devida ao aumento do numero
de células.

E importante destacar também a alta concentracéo celular de 4x10°céls/mL
obtida ap6s 24h de cultivo partindo-se de 3x10° céls/mL. Esse fato reflete a plena
adaptacdo dessas células em suspensdo. Além disso, confirma do ponto de vista
pratico a importancia e o potencial de aplicacdo do cultivo de células em

suspensao.
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FIGURA 8: (A, B e C) Exemplos de analises por RP-HPLC de 500uL do meio de
cultivo condicionado obtido com as concentracdes celulares de 1x10° 2x10° e
3x10° cél/mL, respectivamente. Os valores calculados de hPRL foram de 5,0 pg/mL
(A), 8,7 pg/mL (B) e 6,6 pg/mL (C). As flechas indicam a posi¢cdo da hPRL, de

acordo com o padrao de referéncia.
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4.4 Comparagéo entre diferentes meios de cultivo
Foi realizado em frascos spinners um estudo comparativo de crescimento
celular e producdo entre trés meios de cultivo diferentes. Utilizamos as células

CHO-hPRL adaptadas para o crescimento em suspensao.

Meios de cultivo estudados:

1°) a-MEM,;
2°) Select CHO;
3°) CHO-S-SFM 1.

Para essa comparacao foi utilizada a metodologia de troca de 100% do
meio de cultivo. Aliquotas diarias foram estocadas para analises por RP-HPLC
(Soares et al., 2002), SDS-PAGE, WB e posterior purificacao.

O meio de cultivo a-MEM, apresentou resultados insatisfatorios quanto a
produtividade e viabilidade celular. O cultivo utilizando esse meio durou apenas
quatro dias. Podemos acompanhar o decréscimo da producdo com esse meio na
Figura 9, onde podemos ver que o maximo de produtividade foi ap6s dois dias de
cultivo com 0,78ug hPRL/mL e que com quatro dias de cultivo a producéo caiu
para 0,14ug hPRL/mL.
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FIGURA 9: (A e B) Exemplos de analise por RP-HPLC de 500uL de meio de
cultivo a-MEM condicionado do segundo e quarto dia de producdo
respectivamente com 0,94x10° céls/mL e 0,43x10° céls/mL. A produtividade

volumétrica caiu de 0,78 ug hPRL/mL para 0,14 ug hPRL/mL.
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Foram realizadas comparacbes entre o0 crescimento celular e a
produtividade com os meios de cultivo Select CHO e CHO-S-SFM Il. Podemos
verificar na Figura 10 que o meio de cultivo CHO-S-SFM II, apresentou melhor
desempenho em relacdo ao crescimento celular quando comparado com o meio
Select CHO.

- CHO-S-SFM Il
-o- Select CHO

x108 células/mL

Dia

Figura 10: Comparagéo entre o crescimento celular utilizando o meio de cultivo
CHO-S-SFM Il e Select CHO. Apds cada 24 h de cultivo, 50mL (100%) do meio

foi trocado e o nimero de células corrigido para 1x106 céls/mL.
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A producao diaria foi analisada por SDS-PAGE e Western Blotting (Fig. 11
A e B). Verificamos pelo SDS-PAGE que o meio Select CHO apresenta menos
proteinas com alta massa molecular que o CHO-S-SFM Il, um fator a ser
considerado quando se pensa em purificar as proteinas de interesse utilizando
esse meio de cultivo. Ja pelo WB verificamos que a producéo utilizando o meio
CHO-S-SFM 11 foi melhor, o que pode ser explicado pelo fato que o nimero de
células sempre foi maior com esse meio. A produtividade especifica, quando
comparada com o meio Select CHO, também foi maior, como pode ser observado
na Tabela 1.

FIGURA 11: (A) Analise em SDS-PAGE, em condi¢cdes ndo redutoras, de coletas
de diferentes dias da produgéo, comparando o meio de cultivo CHO-S-SFM Il com
0 Select CHO. (1) marcador de massa molecular; (2) meio condicionado CHO-S-
SFM 11 2° dia; (3) meio condicionado Select CHO 2° dia; (4) meio condicionado
CHO-S-SFM I 5° dia; (5) meio condicionado Select CHO 5° dia; (6) meio
condicionado CHO-S-SFM 1l 10° dia; (7) meio condicionado Select CHO 10° dia;
(8) meio condicionado Select CHO apés 18 dias de cultivo; (9) meio condicionado
Select CHO, apés 19 dias de cultivo; (10) padrao de referéncia interno de hPRL
P35. (B) Analise por Western Blotting das mesmas amostras utilizadas no SDS-
PAGE. (1) padrao de referéncia interno de hPRL P35.
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TABELA 1: Comparagao entre os meios de cultivo CHO-S-SFM Il e Select CHO

CHO-S-SFM I Select CHO
hPRL + CV (%) n hPRL + CV (%) n
Produtividade volumétrica 472 + 2055 3 2,53 +30.19 5
(Hg/mL)
Produtividade especifica
6 ot i1 2,31+454 3 1,62 + 20,00 5
(g/x10°céls/dia)
céls/mL apés 24 h
6. < 2,03+12,84 10 1,54 + 14,29 10
(x10°céls/mL)

n= ndmero de coletas diarias analisadas

Na Figura 12 temos exemplos de andlises por RP-HPLC de meio de cultivo

condicionado coletados durante os dias do experimento, onde mais uma vez o

meio CHO-S-SFM Il apresentou melhor resultado, com uma produtividade

volumétrica e especifica maior. Verificamos também que durante a andlise por

RP-HPLC do meio de cultivo condicionado Select CHO, a proteina de interesse,

neste caso hPRL, apresentou um tempo de retengcédo aproximadamente 2 minutos

maior que o do padrdo, provavelmente devido a influencia dos componentes

estranhos presentes nesse meio de cultivo. Pois, a analise por RP-HPLC da hPRL

purificada a partir desse meio apresentou tr idéntico ao do padréao.
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FIGURA 12: (A e B) Exemplos de analises por RP-HPLC de 500uL de meio de
cultivo CHO-S-SFM Il e Select CHO, respectivamente. As amostras

correspondem ao quarto dia de coleta. As respectivas producdes volumétricas de
hPRL foram de 4,7ug/mL e 2,3ug/mL, com produtividades especificas de
2,22ug/10%cél/dia e 1,37pg/10%cél/dia. As setas indicam o tg correspondente &
hPRL do padrédo de referéncia (P35).
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4.4.1 Purificagdo da prolactina
A purificagdo da prolactina foi realizada seguindo técnicas cromatograficas
convencionais em uso no laboratério (Soares et al., 2000) e ocorreu em duas

etapas:

12; Foi utilizada uma coluna cromatografica contendo resina de troca ibnica,
do tipo catiénica (SP-Sepharose Fast Flow), na qual o meio condicionado
foi aplicado. O perfil cromatografico e o SDS-PAGE referente a analise de
amostras correspondentes ao pico de eluicdo da hPRL é apresentado na
Figura 13;

22. A fracdo correspondente a hPRL coletada da coluna SP-Sepharose
Fast Flow por sua vez foi aplicada em uma coluna de exclusdo molecular
Sephacryl S-100 High Resolution e também analisada por SDS-PAGE (Fig.
14).

A partir dessa segunda etapa de purificacdo obtivemos a hPRL com um
alto grau de pureza e suas principais isoformas parcialmente isoladas (Prolactina
N&o Glicosilada e Glicosilada) (Fig. 15).

A isoforma Glicosilada (G-hPRL) necessitou de mais uma etapa de
purificacdo, dessa vez através de uma coluna de Exclusdo Molecular de Alta
Eficiéncia (HPSEC) (Fig. 16).
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FIGURA 13: (A) Perfil cromatografico obtido do meio condicionado aplicado na
coluna SP-Sepharose Fast Flow, o pico correspondente a eluicdo da hPRL, entre
0s tubos #27 e #34 foi confirmado por SDS-PAGE. (B), (1) Marcador de massa
molecular; (2) padréo interno de hPRL P35;(3) #25; (4) #26; (5) #27; (6) #28; (7)
#29; (8) #30; (9) #32; (10) #34.
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FIGURA 14: (A) Perfil cromatogréafico obtido da fracdo coletada da coluna SP-
Sepharose Fast Flow e aplicado na coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-
100 High Resolution. O pico principal, correspondente a eluigdo da hPRL, entre os
tubos #60 e #70 foi confirmando por SDS-PAGE. (B), (1) Marcador de massa
molecular e padrdo interno de hPRL P35; (2) #60;(3) #61; (4) #62; (5) #63; (6)
#64; (7) #65; (8) #67; (9) #69; (10) #71.
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FIGURA 15: Analise por HPSEC das fracGes obtidas ap0s purificacdo mediante
cromatografia em Sephacryl S-100 High Resolution. (A) padrédo de referéncia de
hPRL (CRS) da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mostrando as duas
isoformas de hPRL (6,6upg). (B) Fracdo # 58 (500uL) composta principalmente
pela isoforma G-hPRL. (C) Fracdo # 67 (100uL) composta pela isoforma NG-

hPRL.
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FIGURA 16: (A) Analise por HPSEC de 500uL da fracdo #58 composta
principalmente pela isoforma G-hPRL (ver Fig. 14A). (B) G-hPRL presente na
fracdo #58 coletada da coluna Sephacryl S-100 High Resolution e re-purificada
por HPSEC (coletada a parte central do pico da Fig. 16A).
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4.4.1.1 Purificagdo da prolactina produzida com meio de cultivo Select CHO

A hPRL presente no meio de cultivo Select CHO utilizado no experimento
de comparacao de meios também foi purificada.

A metodologia empregada neste caso difere da utilizada com o meio CHO-
S-SFM 11, pois utilizamos apenas uma etapa: a purificacdo por resina de troca
catibnica. Como este meio apresenta menos proteinas na sua composicao (ver
Fig. 11A) o processo de purificacdo foi mais efetivo. As fracbes onde a hPRL foi
eluida (Fig. 17A) foram analisadas por SDS-PAGE (Fig. 17B) e podemos perceber

que estao praticamente puras (sem nenhuma proteina contaminante).
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FIGURA 17: (A) Perfil cromatografico obtido do meio condicionado aplicado na
coluna com resina SP-Sepharose Fast Flow, o pico correspondente a eluigdo da
hPRL foi confirmado por SDS-PAGE. (B), (1) marcador de massa molecular; (2)
padrao de referéncia interno de hPRL P35; (3) fracdo #41; (4) fracdo #42; (5)
fracdo #43; (6) fracdo #44; (7) fracdo #45; (8) fracdo #46; (9) fracdo #47; (10)
fracdo #21.
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Durante a andlise por HPSEC (Fig. 18) podemos confirmar a pureza do
produto, enquanto o tempo de retencéo da proteina foi 0 mesmo do padréo, o que
confirma a identidade da mesma, pois na analise por RP-HPLC do meio
condicionado foi observada uma diferenca no tempo de retencao (Fig. 12B). O
pico que se observa apOs a eluicdo da proteina é devido a sais presentes no

tampao no qual a amostra foi eluida.
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FIGURA 18: (A e B) Analise por HPSEC de 50uL das fracdes #43 e #44 obtidas a
partir da purificacdo mediante resina cromatografica SP-Sepharose Fast Flow. A
concentragdo de hPRL calculada foi de 17pg/mL e 15,5pg/mL, respectivamente.

As flechas indicam o tempo de retencéo do padréo de hPRL.
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4.4.2 Purificagdo dos antagonistas
4.4.2.1 Purificagdo dos antagonistas S179D-hPRL e G129R-hPRL

A purificacdo do antagonista S179D-hPRL foi realizada em duas etapas.
Para a primeira etapa de purificacao foi utilizada uma cromatografia classica de
troca cationica, com a resina SP-Sepharose Fast Flow, como no caso da hPRL, e
0s picos correspondentes a proteina foram analisados por SDS-PAGE (Fig. 19).
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FIGURA 19: (A) Perfil cromatografico obtido da purificacdo do antagonista
S179D-hPRL presente no meio de cultura condicionado de CHO-S179D-hPRL
cultivada em suspensao, mediante coluna SP-Sepharose Fast Flow. O pico
correspondente a eluicdo do antagonista foi confirmado por SDS-PAGE, (B) (1)
marcador de massa molecular; (2) padréo interno de hPRL P35; (3) #41; (4) #42;
(5) #43; (6) #44; (7) #45; (8) #46; (9) #50; (10) #52.
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Na segunda etapa as fracdes que apresentaram maior concentracdo da
proteina heteréloga foram purificadas em uma coluna de Exclusdo Molecular de
Alta Eficiéncia (HPSEC) (Fig. 20). Essa segunda etapa de purificacdo possibilitou

a obtencao da proteina de interesse com alto grau de pureza.
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FIGURA 20: (A) Anélise por HPSEC do antagonista S179D-hPRL obtido a partir
da purificacdo mediante coluna SP-Sepharose Fast Flow do meio condicionado
de cultivo em suspensao da linhagem celular CHO-S179D-hPRL. (B) Andlise por
HPSEC do antagonista S179D-hPRL, obtido do pico com tg 21.42 min. (A), com

concentragéo calculada de 6 pg/mL.



48

Para o antagonista G129R-hPRL foi utilizado o mesmo protocolo, porém o
eluato foi analisado por RP-HPLC ao invés de SDS-PAGE (Fig. 21). As fracdes
gue apresentaram maior concentracdo da proteina heteréloga, como no caso do

antagonista S179D-hPRL, foram submetidas a segunda etapa de purificacdo por

HPSEC (Fig. 22).
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FIGURA 21: (A) Perfil cromatografico obtido na purificagdo do antagonista
G129R-hPRL presente no meio de cultura de células CHO-G129R-hPRL
cultivadas em suspensdo, mediante coluna SP-Sepharose Fast Flow. (B e C)
Andlise por HPLC de fase reversa das diferentes fracdes do pico principal: #28 e

#29. A hPRL utilizada como referéncia apresentou tg = 24,49 min.
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FIGURA 22: (A) Andlise por HPSEC do antagonista G129R-hPRL obtido a partir
da purificagdo mediante coluna SP-Sepharose Fast Flow (tubo #28) do meio
condicionado de cultivo em suspensdo da linhagem celular CHO-G129R-hPRL.
(B) Andlise por HPSEC do antagonista G129R-hPRL, obtido a partir da segunda
etapa de purificacdo por HPSEC, (Fig. 22A) com concentragéo calculada de 14,4

png/mL.



50

4.5 Bioensaio
4.5.1 Bioensaio com a hPRL

Utilizamos o bioensaio classico com células Nb2 para avaliar a atividade
biolégica das isoformas de hPRL purificadas (Tanaka et al., 1980; Glezer et al.,
2006). Foi utilizado o padrao de rec-hPRL (WHO 97/714) com poténcia declarada
de 57,2 + 11,4 Ul/mg. A poténcia da NG-hPRL foi de 56,12 + 8,2 Ul/mg (n=4) e da
G-hPRL foi de 8,46 = 1,2 Ul/mg (n=3) (Figura 23).
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FIGURA 23: Exemplo de bioensaio proliferativo com células Nb2 comparando a
atividade biolégica das amostras purificadas de hPRL Glicosilada e Nao
Glicosilada obtidas a partir das células adaptadas em suspensdo em comparacao
com o padréo de hPRL recombinante da Organizacdo Mundial da Saude (WHO)
97/714.
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4.5.2 Bioensaio com 0s antagonistas

A poténcia biologica de cada antagonista foi determinada pelo bioensaio
com células Ba/F3-LLP, conforme descrito em Soares et al. (2006) sendo que
estas proteinas ndo deram atividade no ensaio com as células Nb2. As curvas
correspondentes estao apresentadas nas Figuras 24 e 25.

A poténcia relativa foi avaliada para cada amostra com base na inclinacéo
da curva e também com base nos “ED50”. Os resultados sdao apresentados na
Tabela 2. Essa tabela também permite a comparacdo com dados da atividade
biolégica dos mesmos antagonistas obtidos a partir de células cultivadas
aderidas, reportadas em Soares et al. (2006).

Os dados indicam que ndo houve perda da atividade biolégica, observamos
até uma atividade aparentemente maior com relacdo ao antagonista G129R-
hPRL.
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FIGURA 24: Exemplo de ensaio proliferativo com células Ba/F3-LLP comparando
a atividade biologica do antagonista S179D-hPRL purificado a partir do meio
condicionado das células em suspensao (-m-) € 0 padrdo de hPRL recombinante
da Organiza¢do Mundial da Saude (WHO) 97/714 (-®-).
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FIGURA 25: Exemplo de ensaio proliferativo com células Ba/F3-LLP comparando
a atividade biolégica do antagonista G129R-hPRL purificado a partir de meio
condicionado das células em suspensao (-m-) € 0 padrdo de hPRL recombinante
da Organizag¢do Mundial da Saude (WHO) 97/714 (-®-).

TABELA 2. Atividade proliferativa, avaliada pelo ensaio Ba/F3-LLP, dos dois
analogos antagonistas S179D-hPRL e G129R-hPRL, relativa ao padrdo de hPRL
recombinante da (WHO) 97/714 em comparacdo com dados publicados

anteriormente (Soares et al., 2006).

Poténcia relativa com base na | Poténcia relativa com base no

inclinacao "ED50"
Cultivo em Literatura Cultivo em Literatura
suspenséao suspenséao

hPRL (97/714) -- -- -- --
S179D-hPRL 55 x 10 53 x 103 33x 103 59 x 103
G129R-hPRL 240 x 10° 70 x 10° 380 x 10° 130 x 10°
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5 DISCUSSAO

Este trabalho descreve um novo processo de adaptacao de linhagens CHO
geneticamente modificadas, dependentes de ancoragem, para o crescimento em
suspensdao e em meio sem soro, na auséncia de qualquer agente de
desagregacao. Utilizamos como modelo os clones de células CHO que
expressam as proteinas heterélogas hPRL, S179D-hPRL e G129R-hPRL. Esse
processo de adaptacdo consiste basicamente de trés etapas e difere da maioria
dos outros, porque ele executa as duas primeiras etapas em placas de cultura
estatica, enquanto a etapa final é realizada no spinner, sob agitacdo. A adequada
oxigenacao fornecida pela fina camada de meio (~0,5 cm) e auséncia de agitacao
faz com que a adaptacdo em placas seja um processo menos estressante, além
de ocupar menos espaco na incubadora.

A adaptacao das células para o cultivo em meio livre de soro € geralmente
realizada pela retirada gradual do soro (Chun et al., 2001; Haldankar et al., 1999),
e muitas vezes € um processo demorado que pode durar de alguns dias até 5 a 6
meses (Link et al., 2004; Sinacore et al., 1996; 2000; Kim et al., 2006). E muito
comum iniciar o processo de adaptacdo a partir de culturas tratadas com solucao
de tripsina e passar essas células diretamente para os frascos spinners contendo
meio de cultivo suplementado com soro (Sinacore et al., 1996; 2000; Beyer et al.,
2009; Le Floch et al., 2006) ou em meios de cultivo livres de proteinas (Haldankar
et al., 1999; Koo et al., 2009).

Segundo Link et al., (2004) existe a possibilidade de transferéncia direta
das placas sem a necessidade de uma fase de adaptagcdo, mas, em geral, a
maioria dos meios de cultivo comerciais sem soro e/ou livre de proteinas podem
nao fornecer as condicbes necessarias para o crescimento celular apos uma
mudanc¢a direta de uma cultura aderente contendo soro para a cultura em
suspensédo, sem soro.

Ja Chun et al., (2001) sugerem em seu trabalho que devem ser realizadas
etapas de adaptacdo das células aderentes para o crescimento em suspensao,

utilizando meio de cultivo sem soro ou/e livre de proteinas. Apesar de ser possivel
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adaptar células que originalmente necessitam de suporte para 0 crescimento em
suspensédo, nem todas as linhagens celulares sédo passiveis de adaptacéo para o
crescimento em suspensao em meio sem soro e/ou livre de proteinas (Haldankar
et al.,, 1999; Chun et al.,, 2001). O maior problema durante a adaptacdo a
suspensao é a apoptose celular, que pode ser induzidas pela privacdo de soro
(Koo et al., 2009). Existem varias proteinas celulares que foram estudadas e
mostraram serem capazes de inibir a apoptose e sua expressao pode retardar
esse processo, por exemplo, Bcl-2, Bel-xL, 30Kc6, (Koo et al., 2009). A adigao de
nutrientes especificos ou surfactantes é frequentemente usada para melhorar a
adaptacao reduzindo a apoptose, como por exemplo: o &cido pluronico, suramina,
insulina, transferrina e alguns amino&cidos (Sinacore et al., 2000; Zanghi et al.,
2000; Chun et al., 2001; Koo et al., 2009). E bem sabido que hPRL tem acdo anti-
apoptotica (Fernandez et al., 2010). Talvez um efeito direto da presenca de hPRL
no meio ou no citoplasma, expligue em parte, a rapida adaptacdo ao meio sem
SOro e ao crescimento em suspensao, como observado em nosso caso. Mas esta
hipbtese precisa de confirmacgéo experimental.

Pelo menos trés autores também descreveram protocolos semelhantes ao
descrito neste trabalho (Sinacore et al., 2000; Chun et al., 2001; Link et al., 2004).
Como mencionado, seguimos basicamente o protocolo descrito por Sinacore et al.
(2000) que se baseia em trés etapas: gerar uma linhagem independente de
ancoragem em frascos spinners utilizando meio de cultivo suplementado com
soro; adaptar ao meio sem soro em frascos spinners; adaptar as condi¢cdes de
alta densidade celular em biorreatores. O processo descrito, porém, leva varios
meses. No nosso caso a retirada do soro durou praticamente uma passagem e foi
realizada em quatro etapas, com reducéo gradativa de soro enquanto Chun et al.,
(2001) em seu método de retirada do soro, demoraram 10 passagens em cultura
estatica e mais 7 passagens em cultura de suspenséao, diminuindo em seguida, o
SFB em 5 passos, de 2,5% para 0%. Esses autores levaram aproximadamente 50
dias para adaptarem suas linhagens celulares, mais ou menos como no NOSso
processo. Ressaltamos, contudo, que no nosso caso a fase de adaptacdo B
(adaptacdo para crescimento em suspensdao em placas de cultura, com
crescimento estatico) foi realizada com aproximadamente 8 passagens, e quando
o tempo de duplicacdo celular atingiu cerca de 24h, assim como ocorre no

crescimento com células aderidas, a adaptacdo ao crescimento em suspenséo foi
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considerada concluida. Essas passagens foram necessarias para conseguir
biomassa suficiente para iniciar a adaptacao ao crescimento em frascos spinners
com agitacao e a altas densidades celulares para fins de producéao.

Enquanto Chun et al., (2001), desenvolveram seu proprio meio de cultivo
(GC-CHO-PI), Link et al., (2004) utilizaram Pro CHO4-CDM, um meio de cultivo
comercial da BioWhittaker Europa (Verviers, Bélgica) e deram énfase especial a
criacao de um processo de perfusdo continua. No caso desses autores, as células
CHO geneticamente modificadas foram diretamente transferidas do crescimento
aderido com meio de cultura contendo soro, para o crescimento em suspensao,
em meio de cultura livre de proteinas Pro-CHO4-CDM. A adapta¢cdo a suspensao
foi realizada primeiro em garrafa de cultura celular desenvolvida para esse tipo de
cultivo celular e em seguida, apés a concentracdo celular atingir 2x10° células
viaveis/mL, foi iniciada a cultura em frascos spinner. Link et al., (2004)
descreveram em seu trabalho que a etapa de adaptacdo ao crescimento em
suspensdo e meio sem soro pode ser evitada, mas nao forneceram muitos
detalhes sobre processo e o tempo utilizado também ndo é mencionado, mas ao
que tudo indica trata-se uma das metodologias mais rapidas ja descritas.

Duas estratégias foram utilizadas em nosso protocolo para a producdo
laboratorial em frascos spinner. Na primeira 100% do meio de cultivo foi trocado a
cada 24h, e foram obtidos 7,3 pg de hPRL/mL, enquanto no segundo foi trocado
apenas 50% do meio, obtendo 5,4 pg de hPRL/mL. Essa segunda estratégia,
além de evitar a centrifugacdo diminui a manipula¢do, minimizando os riscos de
contaminacdo, além de certamente ser mais pratica, no caso de producdo em
larga escala utilizando biorreatores de grande porte.

O processo de adaptacao pode provocar efeitos quantitativos e qualitativos
no produto, especialmente em sua glicosilagéo (Sinacore et al., 2000; Le Floch et
al., 2006). A desialilacdo da eritropoetina produzida por células CHO, por
exemplo, mostrou ser devida a presenca de soro no meio de cultivo, como
descrito por Le Floch et al. (2006) em seu trabalho. Utilizamos o bioensaio in vitro,
baseado em células de linfoma de rato, Nb2, para avaliar a atividade biologica da
NG-hPRL produzida em suspensao nesse estudo, que foi de 56,1 Ul/mg, ou seja,
nao foi encontrada diferenca significativa quando comparada com aquela do
padrdo de referéncia da Organizagdo Mundial da Saude de hPRL (57,14 Ul/mg),
enquanto que a bioatividade da G-hPRL foi de 8,5 Ul/mg. Este valor foi
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significativamente diferente quando comparado com a poténcia da G-hPRL da
OMS (16 Ul/mg) e da G-hPRL produzida em nosso laboratorio por células CHO
dependentes de ancoragem, na presenca de cicloheximida (14,7+5,70 Ul/mg)
(Heller et al., 2010). A cicloheximida € um inibidor da sintese proteica que
potencia a producéo da isoforma glicosilada (Bergman et al., 1981; Shelikoff et al.,
1994). A menor atividade biolégica observada na isoforma produzida no presente
trabalho pode estar relacionada a influéncia do meio de cultivo utilizado, a
adaptacao ao cultivo em suspensao ou a alteracdes ocorridas durante o0 processo
de purificagao.

Realizamos uma producdo laboratorial também com as linhagens dos
antagonistas CHO-S179D-hPRL e CHO-G129R-hPRL adaptadas para a
suspensao, seguindo a mesma metodologia utilizada para a linhagem CHO-hPRL,
porém apenas com a troca de 100% do meio de cultivo. Obtivemos assim as duas
proteinas heterdlogas, purificadas e caracterizadas. Os resultados obtidos nesse
trabalho sdo comparaveis com resultados anteriores obtidos pelo grupo (Soares
et al., 2006). Um resultado particularmente interessante foi o fato que os dois
antagonistas ndo apresentaram atividade biol6gica pelo ensaio classico com
células Nb2, nas repetidas tentativas. Mesmo existindo diferenca com dados da
literatura (Bernichtein et al., 2001), ndo podemos esquecer que este resultado
apresenta uma certa légica, pois antagonistas ndo deveriam apresentar atividade
agonista. Este resultado merece um estudo mais aprofundado, pois estes
mesmos antagonistas apresentaram atividade bioldgica no ensaio com células
Ba/F3-LLP. Uma possivel explicacdo € a homologia desse ensaio, j& que as
células Ba/F3-LLP apresentam receptores humanos para hPRL, mais especificos,
enguanto as células Nb2 apresentam receptores murinos.

Nesse trabalho foram obtidas altas densidades celulares, de até 4x10°
céls/mL, apés uma adaptacdo para o crescimento em suspensao relativamente
rapida (~45 dias). Observamos que a concentracdo de 2x10° céls/mL foi a melhor
condicdo para a producdo, pois com 3x10° céls/mL ocorreu um decréscimo na
producéo, o que pode estar relacionado a falta de nutrientes no meio de cultivo, a
alteracbes de pH devida a presenca maior de metabolitos celulares ou a
deficiéncia de oxigenacgéo devido ao aumento do numero de células.

Realizamos um estudo comparativo entre os meios de cultura a-MEM,

Select-CHO e CHO-S-SFM Il, onde o meio a-MEM, por ser um meio deficiente em
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nutrientes, ndo foi capaz de “sustentar” o crescimento celular nos spinners,
diferentemente de quando utilizado para producédo em placas de cultura (Heller et
al., 2010; Rodrigues Goulart et al., 2010).

O meio de cultivo Select CHO quando comparado ao meio “tradicional”
CHO-S-SFM II, mostrou-se menos eficiente tanto no crescimento celular quanto
na produtividade, além do fato de observarmos durante todo o cultivo a presenca
de “debris”. Contudo, esse meio de cultivo apresentou uma grande vantagem
relacionada ao processo de purificacdo, pois o fato de ele possuir menos
proteinas na sua composicdo facilita o processo de purificagdo, resultando
possivelmente em melhores rendimentos finais. Esses dados abrem
possibilidades para novos estudos mais criteriosos, comparando diferentes meios
de cultura comerciais ou mesmo preparados in house.

O presente trabalho cria, portanto interessantes perspectivas futuras, a
aplicacdo dessa técnica na adaptacdo ao crescimento em suspensdo de outras
linhagens produzidas no nosso laboratério como a CHO-hTSH produtora da
tireotrofina humana, e no estudo da influencia de ions divalentes ou de drogas
como o butirato de sodio, cicloheximida ou de fatores fisico-quimicos como
temperatura, pH, etc., no cultivo de células em suspensédo, tanto em spinners
como em biorreatores. A metodologia apresentada também facilita uma possivel
producdo de outras proteinas heterélogas para aplicacdo em pesquisa e como

biofarmacos de interesse para industria farmacéutica.
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CONCLUSOES

Foi desenvolvida uma nova metodologia de adaptacdo de células CHO
aderidas para o crescimento em suspenséao, caracterizada pela praticidade e

rapidez.

As linhagens CHO-hPRL, CHO-G129R-hPRL e CHO-S179D-hPRL foram

adaptadas com sucesso para o crescimento em suspensao.

Apoés a adaptacdo e cultivo em suspensao nao foi observada diminuicdo na
vitalidade e expressao celular ou alteracbes ou perda de atividade biologica

nas proteinas heterdlogas produzidas.

O experimento baseado na troca de 50% do meio de cultura mostrou-se
bastante pratico e eficiente. Nao ocorreram comprometimentos importantes no
crescimento celular e na expressdo da proteina em comparagdo com o
experimento de troca de 100% do meio. Esse fato € significativo, pois esse
processo caracterizado por uma simples e pratica reposicao de 50% do meio é
mais facil de ser aplicado para ampliacdo de escala, principalmente em
biorreatores que operam com volume bem maior, minimizando os riscos de
contaminagdo e mantendo uma produtividade diaria constante e

industrialmente interessante.

O melhor meio de cultivo tanto para o crescimento quanto para a producao
das proteinas heterologas foi o CHO-S-SFM Il. O a-MEM né&o funcionou em
spinners e o Select CHO teve um desempenho inferior, mesmo mostrando-se

interessante pelo fato de facilitar a purificacdo da hPRL.
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