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RESUMO

VENTINI-MONTEIRO, D. C. Purificacdo e imunogenicidade da glicoproteina do virus
da raiva (RVGP) expressa pelos sistemas células S2 e Semliki Forest Virus. 2014. 137 f.
Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo, Sao Paulo, 2014.

O desenvolvimento de novas vacinas contra a raiva tdo eficientes quanto as atuais, porém a
um menor custo, é considerado importante para a profilaxia dessa doenca, que ainda causa a
morte de aproximadamente 55 mil pessoas por ano no mundo. Neste trabalho utilizamos dois
sistemas para a expressdo recombinante do principal antigeno da raiva, a glicoproteina viral
(RVGP): células Schneider 2 de Drosophila melanogaster estavelmente transfectadas (S2
rRVGP) e virus Semliki Forest (SFV) carregando o RNA da RVGP (SFV-RVGP). Para a
purificacdo da RVGP recombinante (rRVGP), produzida por células S2 rRVGP cultivadas em
biorreator, foram realizados procedimentos de preparacd0 membranaria, seguidos da
solubilizagdo da rRVGP em solugdes tampéo contendo detergente (CHAPS, DDM ou OG),
devido a sua caracteristica hidrofobica. Uma vez solubilizada, a rRVGP foi parcialmente
purificada por cromatografia de afinidade & cauda de histidina (IMAC) presente na molécula.
Analises de dot blotting mostraram que a purificacdo em tamp&o contendo OG apresentou
melhor resultado que as demais. A analise de western-blotting mostrou que as fracdes
cromatograficas eluidas em concentracfes de 450 mM e 500 mM de imidazol apresentaram a
rRVGP no tamanho esperado de aproximadamente 70 kDa. A purificagdo da rRVGP de S2
rRVGP apresentou resultados promissores para o isolamento de mondmeros, que podem ser
usados em futuros estudos de caracterizacdo dessa glicoproteina. Para os estudos de
imunogenicidade, camundongos foram vacinados com rRVGP de S2 rRVGP e SFV-RVGP.
Apoés a imunizacdo com trés doses de cada preparacdo, 0s dois grupos ndo apresentaram
diferenca significativa da vacina comercial, em relacdo ao titulo de anticorpos dosados por
ELISA, com titulos de 2,5, 3,5 e 3,7 EU/mL, para os animais vacinados com S2 rRVGP,
SFV-RVGP e vacina comercial, respectivamente. J& os resultados de RFFIT (Rapid
Fluorescent Focus Inhibition Test), mostraram titulos de anticorpos neutralizantes de 1,7, 9,5
e 23,8 Ul/mL, respectivamente, revelando uma diferenga nesse tipo de resposta. Quando
SFV-RVGP foi dado como primeira dose, seguido de duas doses de reforco com rRVGP de
S2 rRVGP, os titulos de anticorpos ficaram dentro da média (ELISA 4,2 Ul/mL e RFFIT 14,8
Ul/mL), mostrando ser uma abordagem adequada para imunizagdo contra a raiva, Vvisto a
intensidade e qualidade da resposta imune gerada. A andlise de citocinas (IL-2, IL-4, IL-10,
IL-12 e IFN-y) e da quantidade de anticorpos IgG1 e 1gG2a, mostraram que o SFV-RVGP
induziu predominantemente uma resposta imune do tipo celular, demonstrando seu potencial
uso como tratamento pos-exposicdo. A producédo de anticorpos neutralizantes contra o virus
da raiva (RFFIT) demonstrou a capacidade dos dois vetores em expressar uma rRVGP
imunogénica, apresentando um potencial uso clinico (veterinario e humano).

Palavras-chave: Glicoproteina do virus da raiva. Células de inseto S2. Virus Semliki Forest.
Vacina contra raiva.



ABSTRACT

VENTINI-MONTEIRO, D. C. Purification and immunogenicity of the rabies virus
glycoprotein (RVGP) expressed by S2 cells and Semliki Forest Virus systems. 2014. 137
p. Ph. D. thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2014.

The development of new and equally efficient rabies vaccines with lower production cost is
still considered important to the prophylaxis of the disease, which is responsible for around 55
000 human deaths per year worldwide. In this work we used two systems for recombinant
expression of the major rabies antigen, the viral glycoprotein (RVGP): stably transfected
Drosophila melanogaster Schneider 2 cells (S2 rRVGP) and Semliki Forest Virus (SFV)
carrying the RNA of RVGP (SFV-RVGP). For recombinant RVGP (rRVGP) purification
from S2 rRVGP cells cultivated in bioreactor, membrane preparations were firstly obtained,
followed by rRVGP solubilization in buffers containing detergents (CHAPS, DDM or OG),
since rRVGP is a hydrophobic molecule. The solubilized rRVGP was then partially purified
by its histidine tag using metal ion affinity chromatography (IMAC). Dot blotting analysis
showed that the purification with the buffer containing OG produced the best results. Western
blotting analysis showed that chromatographic fractions eluted with 450 mM and 500 mM
imidazole presented the rRVGP at the expected size of approximately 70 kDa. The rRVGP
purification from S2 cells presented promising results for rRVGP monomers isolation, which
can be further used for the characterization of this glycoprotein. In immunogenicity studies,
mice were vaccinated with rRVGP and SFV-RVGP. After the immunization with three doses
of each preparation, the two groups showed no statistical difference to the commercial rabies
vaccine, in relation to the antibody titer measured by ELISA, with titers of 2.5, 3.5 and 3.7
EU/mL in groups vaccinated with S2 rRVGP, SFV-RVGP and commercial vaccine,
respectively. RFFIT assays (rapid fluorescent focus inhibition test) showed titers of 1.7, 9.5
and 23.8 1U/ml, respectively, showing a difference in the neutralization antibodies titers.
When SFV-RVGP was used for priming followed by two booster doses with rRVGP from S2
rRVGP, antibodies titers remained within the average (ELISA 4.2 IU/mL and RFFIT 14.8
IU/mL), showing that this approach is appropriated for immunization against rabies in view of
the intensity and quality of the stimulated immune response. Analysis of cytokines (IL-2, IL-
4, IL-10, IL-12 and IFN-y) and IgG1 and 1gG2a antibodies demonstrated that the SFV-RVGP
induced predominantly a cellular immune response, showing its potential use as post-
exposure treatment. The synthesis of anti-rabies neutralizing antibodies demonstrated that
both vectors were capable of expressing an immunogenic rRVGP, what reinforces potential
clinical applications (veterinary or human).

Keywords: Rabies virus glycoprotein. S2 insect cells. Semliki Forest Virus. Rabies vaccine.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Apesar da existéncia de métodos profilaticos, como a vacinagdo de animais
domésticos (capazes de prevenir a raiva em reservatorios intermediarios como cées e gatos), e
de tratamentos p6s-exposicdo eficazes, pela aplicacdo vacinas e/ou imunoglobulinas nos casos
de acidentes, a raiva ainda é responsavel pela morte de aproximadamente 55 mil pessoas por
ano no mundo. A maior parte dos Obitos acontece em muitos paises que ainda ndo tém
condigdes de producdo de vacinas modernas ou utilizam vacinas menos eficazes, devido ao
alto custo e sofisticagdo da tecnologia de producéo de vacinas mais seguras, produzidas em
culturas celulares (aproximadamente 95% dos acidentes acontecem na Asia e na Africa).

Em alguns paises, como Estados Unidos, Canada e alguns paises da Europa, séo
realizados programas de vacinacdo dos reservatorios naturais da raiva, a fauna silvestre, que
devido a continua pressdo humana sobre a natureza, tem se aproximado cada vez mais da
fauna doméstica e diretamente dos humanos.

Frente a essa realidade, o desenvolvimento de vacinas contra a raiva mais eficientes e
mais baratas que as vacinas contendo virus inativado é primordial, tanto para o uso humano
(principalmente nos paises de alto risco), quanto para o uso veterinario. O desenvolvimento de
produtos associados ao virus da raiva, como imunoglobulinas e antigenos para composicdo de
kits diagnésticos, ou para utilizagdo no controle de etapas de produgdo de vacinas, sdo
igualmente importantes.

A glicoproteina do virus da raiva é o principal antigeno capaz de conferir resposta
imunolégica neutralizante contra uma infec¢do pelo virus da raiva. Essa proteina é uma
glicoproteina transmembranica, trimérica, que depende de modificagbes pds-traducionais para
preservacédo de sua imunogenicidade.

O Laboratério de Imunologia Viral (onde desenvolvi o meu projeto) estuda e
desenvolve células S2 de Drosophila melanogaster geneticamente modificadas e tecnologia
para cultura destas células. A minha dissertacdo de mestrado resultou no desenvolvimento de
tecnologia otimizada para a preparacdo da glicoproteina recombinante do virus da raiva
(rRVGP, glicoproteina recombinante do virus da raiva - cepa Pasteur) em células S2
geneticamente modificadas e cultivadas em biorreatores e também estudos de extracdo da
rRVGP produzida por essas células.

A experiéncia por nos adquirida nesses Ultimos anos nos leva a crer que somente com

uma produgdo de forma controlada serd possivel obter a rRVGP em quantidade e com
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qualidade suficientes para dar continuidade aos estudos de estrutura e imunogenicidade da

proteina.

As células S2 tém se mostrado adequadas para sintetizar até 6 ug de rRVGP por 10’
células. Em vista dos bons resultados iniciais e de perspectivas concretas de estudos de
aplicacdo como vacina veterinaria ou em kits diagnosticos, um projeto de estabelecimento de
bioprocesso completo, incluindo validagdo de upstream, desenvolvimento de processos de
purificacdo e estudos imunoldgicos de funcdo da rRVGP, adquire alta relevancia. Dando
continuidade ao mestrado, este trabalho visou estudar a rRVGP produzida por células de
inseto (S2) quanto & sua capacidade de induzir uma resposta imune humoral e celular assim

como a soroneutralizagdo de virus rabico em ensaios in vitro.

Ainda com relacdo a rRVGP, estudamos e desenvolvemos aspectos de downstream,
ou seja, métodos de extracdo e purificacdo de rRVGP produzida em biorreatores com
protocolo otimizado para futuros estudos de estrutura da proteina (modificacbes poés

traducionais).

A imunogenicidade da rRVGP também foi estudada pela sua expressdo nas proprias
células do hospedeiro através da infeccdo com Semliki Forest Virus (SFV) contendo um RNA
auto replicativo que codifica para a rRVGP (BENMAAMAR et al., 2009). As particulas de
SFV recombinantes infecciosas, mas ndo replicativas, foram obtidas por técnicas de biologia
molecular, a partir de plasmideos ja construidos e testados. Essas particulas carregam a
informagdo genética da RVGP (SFV-RVGP). O sistema SFV caracteriza-se pela capacidade
de produzir uma grande quantidade de RNA mensageiro de interesse nas células infectadas,
levando a um alto nivel de expressdo em culturas celulares ou in vivo da proteina

recombinante.

Portanto, nesse projeto utilizamos duas formas diferentes de imunizacdo contra a
raiva, através da vacinagdo de camundongos com rRVGP produzida em células S2 ou

produzida in vivo mediante a infeccdo com o SFV-RVGP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir rRVGP em células Schneider 2 de Drosophila melanogaster (S2) em
quantidade e qualidade adequadas para: 1. Desenvolvimento de protocolos de producéo,
armazenamento e purificagdo; 2. Avaliagdo de sua imunogenicidade comparando a resposta
imunolégica especifica induzida por imunizagdo com: rRVGP, vacina contra raiva comercial,
virus rébico inativado e Semliki Forest Virus portando RNA para a rRVGP (SFV-RVGP).

2.2 Objetivos especificos

- Estabelecer linhagens de células S2 para a expressdo da rRVGP, com e sem cauda de
histidina;

- Estabelecer protocolos de producdo, armazenamento e purificacdo da rRVGP em
células S2;

- Avaliar a imunogenicidade da rRVGP produzida em células S2 em comparagdo a

outras formas de imunizagéo contra a raiva (SFV-RVGP e virus inativado).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 A raiva, a vacina contra raiva e o panorama mundial

A raiva é uma encefalomielite viral que acomete os mamiferos. Como o virus da raiva
tem tropismo por neurdnios, ele se propaga através do sistema nervoso central desenvolvendo
uma inflamac&o progressiva e letal no cérebro e na medula espinhal. Os sintomas iniciais da
raiva sdo febre e muitas vezes dor, formigamento, pontadas ou sensagdo queimagéo no local
da ferida (parestesia). A doenga pode se manifestar de duas formas, na raiva furiosa as
pessoas infectadas podem apresentar hiperatividade, comportamento de excita¢do, hidrofobia
e até aerofobia. Depois de alguns dias, a morte ocorre por parada cardiorrespiratéria. A
segunda forma de manifestacdo € a raiva paralitica, responsavel por cerca de 30% dos casos
de raiva em humanos. Nessa forma os musculos paralisam gradualmente, comegando pelo
local da mordida ou arranhdo. O coma desenvolve-se lentamente ocorrendo morte. Muitas
vezes essa forma ndo é diagnosticada aumentando os casos ndo relatados. Uma vez que 0s
sintomas se manifestam praticamente ndo ha mais a possibilidade de cura. Dos casos
relatados, apenas trés pessoas que apresentaram sintomas de infeccdo sobreviveram
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

O periodo de incubagdo em humanos, na maioria dos casos, é de um a trés meses, mas
pode variar de menos de uma semana até mais de um ano. Em cdes a média é de 10 dias a
dois meses. Apds contato com animal com suspeita de raiva, a limpeza do ferimento, a
administracdo de vacina e a administracdo do soro contra raiva (tratamentos pds-exposicéo),
administrados em poucas horas, sdo medidas que podem prevenir a infecgdo (WHO, 2014).

A infeccdo ocorre através da mordida ou arranh&o de um animal infectado. Cachorros
ainda sdo os principais hospedeiros e transmissores da doenca (aproximadamente 50000 casos
de morte humana, relacionadas a infeccdo pelo virus da raiva, na Asia e na Africa, sdo
causados por mordida de cachorro). Nas Américas o maior responsével pelos casos de morte
por infeccdo com o virus da raiva € o morcego, na Austrélia e na Europa Ocidental morcegos
infectados pelo virus da raiva emergiram recentemente como um problema de saide publica.
Mortes em humanos derivadas de mordidas de raposas, guaxinins, gambés e outros carnivoros
selvagens hospedeiros sdo raramente relatadas. A transmisséo ainda pode acorrer através do
contato entre saliva contaminada com a mucosa ou arranhdes na pele. Contaminacdo através

de mordida humana teoricamente pode ocorrer, mas ndo ha relatos. Raramente pode ocorrer
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transmissdo através da inalacdo do virus, transplante de drgéo infectado ou consumo de carne
crua infectada (WHO, 2014).

A raiva ainda é considerada uma doenca negligenciada resultando em milhares de
mortes e milhGes de casos de exposi¢do por ano no mundo. A doenga ocorre em mais de 150
paises e territorios, exceto na Antartica. Mais de 55 mil pessoas morrem de raiva por ano,
principalmente na Asia e na Africa (95% dos casos). Mais de % da populagio humana corre
risco de exposicdo ao virus. Cinco bilhdes de pessoas na Asia e na Africa contemplam o
grupo de alto risco de exposicéao a raiva canina (XIANG et al., 2014).

A vacinagdo preventiva € eficaz na prevencdo da infeccdo, mas na maioria dos casos
sO € indicada as pessoas com alto risco de exposicdo (veterinarios, pessoas que trabalham
diretamente com animais silvestres e domésticos e na manipulacdo de cepas infecciosas). A
vacina contra a raiva é classificada em trés geragBes. Na vacina de primeira geracdo é
utilizado substrato animal para obten¢do de massa viral, como tecido nervoso animal adulto
(carneiros, cabras e coelhos), ovos embrionados e cérebro de animal lactente (camundongos,
coelhos e ratos) e podem ser do tipo inativadas ou atenuadas (PEREZ; PAOLAZZI, 1997). As
vacinas de segunda geragdo sdo produzidas em culturas celulares como células VERO, células
diploides humanas e células de embrido de galinha e apresentam-se na forma inativada.
Atualmente, produz-se no Brasil, a vacina antirraiva em células Vero, livre de soro fetal
bovino, o que reduz o risco de transmissdo de zoonoses e prions. Todas as vacinas contra a
raiva hoje existentes, de uso humano, sdo inativadas, ou seja, ndo apresentam virus Vivos.
Porém as vacinas de cultivo celular sdo as que apresentam menos riscos de efeitos colaterais
(WHO, 2014).

Ha ainda vacinas de terceira geracdo, vacinas recombinantes, porém essas Sdo
utilizadas somente em animais para vacinacdo oral da fauna silvestre. H& uma vacina
comercial constituida por virus vaccinia vivo recombinante contendo o gene da glicoproteina
do virus da raiva da cepa ERA (Evelyn Rokitnicki Abelseth). Essa cepa é utilizada por
apresentar mais propriedades antigénicas e ser mais segura em animais domésticos
(LAWSON; CRAWLEY, 1972). Esses virus, vaccinia, sdo empacotados em saches plasticos
associados a farinha de peixe formando iscas (Raboral V-RG®, Merial, Maine, EUA). Essa
vacina é utilizada nos EUA e alguns paises da Europa para controle da raiva em coiotes e
guaxinins e esta sendo utilizada sob licenca experimental em raposas cinzentas. Ha outra
vacina oral constituida por adenovirus vivo recombinante (adenovirus humano tipo V)
contendo o gene da glicoproteina também da cepa ERA (ONRAB®, Artemis Technologies,

Guelph, Ontario, Canada). Essa vacina e apresentada em forma de blister plastico rodeado por
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uma matriz de cera e gordura contendo cloridrato de tetraciclina. Essa vacina é usada
experimentalmente pela CFIA (Agéncia de Inspecdo de Alimentos do Canadd) para controle
da raiva em gambas e guaxinins (FEHLNER-GARDINER et al., 2012; MAINGUY et al.,
2013).

Além das duas vacinas de terceira geracdo em uso comercial, h4 diversos trabalhos
que estudam a imunogenicidade das proteinas presentes no virus da raiva, principalmente da
glicoproteina, expressas in vivo através de vacinas de RNA e DNA e vacinagdo com proteina
purificada produzidas a partir de células de inseto, plantas, mamiferos, leveduras e bactérias.
Nas pesquisas realizadas com proteina recombinante vale ressaltar que, em todas as pesquisas
onde foram realizados testes desafio (inoculagdo do virus da raiva nos animais previamente
imunizados), somente 0s animais imunizados com proteinas sintetizadas por células de
animais mostraram sobrevivéncia superior a 50% (AMANN et al., 2013; ASTRAY et al,,
2014; CENNA et al., 2008; ERTL et al., 1989; FU et al., 1991; GUPTA et al., 2005; HU et
al.,, 2007; KLEPFER et al.,, 1993; KORAKA et al., 2014; LECOCQ et al., 1985;
NIEDERHAUSER et al., 2008; ROJAS-ANAYA et al., 2009; SAKAMOTO et al., 1999;
TUCHIYA et al., 1992; WANG et al., 2012; WIKTOR et al., 1984; WU et al., 2014; XIANG
et al., 2014).

E bem conhecido que os anticorpos neutralizantes constituem o principal mecanismo
de defesa contra a raiva (COX; DIETZSCHOLD; SCHNEIDER, 1977; HOOPER et al., 1998;
HU et al., 2007). Embora em alguns casos j& tenha sido considerado que outros mecanismos
podem ser também responsaveis pela protecdo (FUJII et al., 1994), é maior consenso que 0sS
mecanismos ndo humorais estejam mais envolvidos na rapidez da resposta apés a infeccdo
viral (CENNA et al., 2008; JOHNSON; CUNNINGHAM; FOOKS, 2010; KAUR; RAI,
BHATNAGAR, 2009). Nesse ambito agentes imunizantes que ativam tanto resposta humoral
quanto resposta celular sdo interessantes para conferir protecdo e rapidez da resposta perante a
uma infecgdo causada pelo virus da raiva. Ha pesquisas recentes que mostram o papel da pré
ativagdo dos linfocitos T CD4 e CD8 frente a infeccdo pelo virus da raiva. Animais
previamente depletados para células CD4 e vacinados apresentaram porcentagem de
sobrevivéncia de 33%, enquanto animais depletados para células CD8 apresentaram 56% de
sobrevivéncia (a deplecdo de ambas as células resultou em 20% de sobrevivéncia) (AMANN
et al., 2013). Os autores discutem que a presenca das células T CD4+ durante a imunizacgéo é
crucial para o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica protetora contra um desafio com
virus da raiva e que, em menor escala, células T CD8+ também contribuem para

sobrevivéncia frente ao desafio viral, porém a auséncia das duas linhagens resulta na menor
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taxa de sobrevivéncia, mostrando a importancia da inducéo de ambos linfocitos contra uma
infeccdo com o virus da raiva. A remocgdo das células T-helper impede a estimulacdo de
células B e consequentemente diminui a produgdo de anticorpos, resultando na diminuicéo da
taxa de sobrevivéncia. Células T CD4 sdo importantes para desencadear e modular a resposta
imunolégica. Nesse mesmo trabalho também foram testados animais deficientes para células
B, tanto esses animais quanto 0s ndo imunizados ndo sobreviveram ao desafio apds
imunizacdo prévia, o autor discute a necessidade das células B (com consequente producéo de
anticorpos neutralizantes) para protecéo efetiva contra infecgdo pelo virus da raiva.

Mais de 15 milhGes de pessoas recebem tratamento pds-exposi¢do com vacinacdo e/ou
soro hiperimune, prevenindo mais de 300.000 mortes (WHO, 2014). No sudeste da Asia
aproximadamente 20 milhdes de pessoas sdo mordidas por cachorros por ano (e
aproximadamente 1,5 milhGes desses casos recebem o tratamento pés-exposicdo) (MESLIN;
BRIGGS, 2013). Cerca de 40% das pessoas que s&o mordidas por animais suspeitos séo
criangas e adolescentes abaixo de 16 anos (grupo de risco) na Asia e Africa (WHO, 2014).
Alguns paises da América Latina, Asia e Africa ainda utilizam vacinas derivadas de tecido
cerebral, que apresentam efeitos colaterais (WU; SMITH; RUPPRECHT, 2011).

As vacinas modernas, baseadas em cultura de células de mamiferos sdo eficazes,
apresentam baixos efeitos colaterais, mas ainda apresentam um alto custo de produgdo e séo
requeridas multiplas doses para alcancar uma resposta imune protetora (titulo acima de 0,5
Ul/mL de anticorpos neutralizantes para o virus da raiva) (RUPPRECHT et al., 2009).

A maioria dos tratamentos contra a raiva sdo poés-exposicdo (vacinagdo ou
administragdo de soro hiperimune). Um estudo conduzido na Tailandia, no ano de 2006,
sugere que a inclusdo de uma vacina de menor custo, capaz de induzir >0,5 Ul/mL de
anticorpos neutralizantes e memoria imunoldgica, no calendario infantil seria
economicamente vidvel quando comparado aos gastos com tratamentos pGs-exposicao
(CHULASUGANDHA et al., 2006). Nos casos de exposicdo subsequentes, uma vez que as
vacinas atuais apresentam boa memodria imunoldgica, somente uma dose reforgo seria
necessaria para o tratamento. Como a resposta no reforco é répida ndo seria necesséria
imunizacdo ativa. Nos paises de alto risco a Organizagdo Mundial de Salde recomenda a
vacinagdo contra a raiva em crianca menores de 16 anos como tratamento preventivo
(MALERCZYK et al., 2007; RAVISH, 2014; SUWANSRINON et al., 2006; WHO, 2014).

3.2 Virus da raiva
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O virus da raiva pertence ao género Lyssavirus, familia Rhabidoviridae, ordem
Mononegavirales. O gen6tipo 1 do género Lyssavirus, RABV, apresenta distribuicdo mundial
e foi o Unico j& identificado no Brasil. Atualmente sdo descritos 20 membros do género
Lyssavirus e sdo distribuidos pela Europa, Africa, Australia, Asia Central, Caucaso e Sibéria
(KING et al., 2011).

O virus da raiva é envelopado, possui RNA negativo, apresenta 75 nm de didametro e
de 100 a 300 nm de comprimento. E um virus ndo-litico, que ndo produz efeitos citopaticos,
tendo tropismo por neurdnios (DEBRE; CELLERS, 1971). O RNA gendmico é transcrito em
cinco RNAs mensageiros, 0s quais sdo traduzidos em proteinas (REGENMORTEL et al.,
2000). As proteinas do nucleocapsideo, que inclui a nucleoproteina “N”, a fosfoproteina “P” e
a proteina “L” (uma RNA-polimerase), formam o complexo ribonucleoproteico, e as proteinas
do envelope viral (a matriz proteica ou proteina matriz “M” e a glicoproteina “G”) envolvem
a ribonucleoproteina, conforme a figura 1 (DEBRE; CELLERS, 1971).

Figura 1. Esquema do virus da raiva.
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Fonte: Debre e Cellers (1971).

Das cinco proteinas identificadas, duas sdo de especial importancia para a protecéo
imunoldgica contra os lyssavirus: a nucleoproteina (N), que é uma proteina que apresenta uma
pequena diversidade de sequéncia de aminoécidos entre 0s genotipos, e a glicoproteina (G).

A nucleoproteina (N) possui 450 aminoécidos, 58-62 kDa e é capaz de induzir a
formacédo de anticorpos neutralizantes pelo sistema imunoldgico (apesar a glicoproteina ser
imunodominante) (FU et al., 1991). Essa proteina participa da formagdo do capsideo com a
encapsidacdo do RNA gendmico (MASATANI et al., 2010).

A fosfoproteina (P) (208 aminoécidos, 35-40 kDa) e a proteina L, RNA polimerase,

(2128 aminoécidos, 190 kDa), juntamente com a proteina N, estdo associadas ao complexo
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ribonucleoproteico (RNP) e formam o complexo de polimerase viral. Essas duas proteinas (P
e L) estdo associadas a sintese do RNA gendmico viral e alguns estudos associaram a proteina
P a uma atividade antagonista de interferon durante a infeccéo viral, suprimindo a atividade
antiviral no hospedeiro (KOSER et al., 2004; OSAKADA; CALLAWAY, 2013).

A proteina da matriz (M) (203 aminoécidos e 22-25 kDa) preenche o espaco entre o
complexo RNP e o envelope. Promove a montagem da particula viral e exerce papel no
brotamento do virus na membrana da célula do hospedeiro (KOSER et al., 2004;
OKUMURA; HARTY, 2011).

A glicoproteina é uma proteina transmembrana que forma o envelope viral e é a Unica
proteina exposta na superficie da particula viral (DELAGNEAU; PERRIN; ATANASIU,
1981) (figura 2). Possui 505 amino&cidos, sendo 44 aminodcidos presentes no dominio
citoplasmatico, 22 aminoacidos no dominio transmembranico e o restante no ectodominio
(439 aminoécidos), exposto como trimeros presentes na superficie viral (WOJCZYK et al.,
2005), figura 2. Seu peso molecular é de aproximadamente 65 kDa, aproximadamente 195
kDa o trimero (GAUDIN et al., 1992; GUPTA et al., 2005). As cepas selvagens possuem um
(Asn®*®) ou dois (Asn®" e Asn®™) sitios de glicosilagdo (sequons), a maioria dois, enquanto
cepas adaptadas a producdo em laboratério podem apresentar, adicionalmente, sitios nas
posicdes Asn™®, Asn?® e Asn?*’ (alteragbes relacionadas ao aumento da producdo ou
diminuicdo da patogenicidade, porém nenhum dado foi comprovado) (YAMADA et al.,
2013). N&o h& dados descritos sobre O-glicosilagdo em nenhuma cepa do virus da raiva
(WOJCZYK et al., 1998).

Figura 2. Esquema da glicoproteina do virus da raiva.
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Fonte: Sissoeff et al. (2005).

A correta glicosilacdo do virus da raiva é importante para expressdo da proteina na
membrana e também para manter sua funcéo biolégica (SHAKIN-ESHLEMAN et al., 1992;
WOJCZYK et al., 1998, 2005), o que corrobora o fato de que a imunizagdo com a
glicoproteina, sintetizada em células que ndo realizam glicosilacho complexa e

microrganismos, ndo desenvolve formagédo de anticorpos neutralizantes frente a uma infeccéo



25

viral (aspecto apresentado no capitulo anterior). A glicoproteina induz a produgdo de
anticorpos neutralizantes que protegem contra a infeccdo viral (PERRIN; THIBODEAU,
SUREAU, 1985). E também responsavel pela inducio de linfocitos T citotoxicos tanto na
infeccdo de animais com o virus nativo quanto na vacinagdo por virus inativado (FUJII et al.,
1994).

A glicoproteina do virus é a mediadora da ades&o aos receptores celulares e também
na entrada na célula hospedeira (através da fusdo com a membrana do endossomo em pH
acido) (DIETZSCHOLD et al., 1983). A primeira fase da replicacéo viral é a adsor¢do do
virus com a célula do hospedeiro através dessa proteina. Inicialmente os trimeros interagem
com os receptores celulares e levam a fusdo e internalizacdo do virus e existe mais de um
receptor ao qual a glicoproteina pode se ligar. Ap6s adsorcéo, o virus penetra na célula por
endocitose mediada por clatrina ou macropinocitose. Uma vez internalizado por endocitose, o
meio &cido do endossomo desencadeia mudancas conformacionais na glicoproteina, que
conduzem a fusdo das membranas virais e endossdémicas e a subsequente liberacdo do genoma
viral para o citosol (MIFUNE; OHUCHI; MANNEN, 1982; WHITE; MATLIN; HELENIUS,
1981).

Uma vez o complexo RNP no interior da célula do hospedeiro, 0 RNA de polaridade
negativa, é transcrito pela RNA polimerase codificando um RNA molde e cinco RNAs
mensageiros (RNAm). Estes, por sua vez, sdo traduzidos nas cinco proteinas virais. A
glicoproteina é direcionada para o reticulo endoplasmético e entdo é transportada para a
membrana plasmatica pelo complexo de Golgi (THOULOUZE et al., 1998). O genoma viral €
também replicado para a formagdo dos novos virus, inicialmente é feita uma fita molde com
polaridade positiva de todo o genoma, as proteinas N, P e L promovem a encapsidacdo dos
novos genomas. A proteina M envolve o complexo RNP e direciona para a membrana
plasméatica, em seguida as particulas ligam-se a membrana plasmatica celular, que dara
origem ao envelope viral no qual a glicoproteina esté inserida. Os virus saem da célula por
brotamento (OKUMURA; HARTY, 2011).

3.3 Glicoproteina recombinante do virus da raiva

A expressdo do gene da glicoproteina tem sido estudada tanto em células eucarioticas
com producdo de proteina (BURGER et al., 1991; MCGARVEY et al., 1995) ou expressao in
vivo (KIENY et al., 1984), quanto em procaridticas (LATHE et al., 1984). A proteina

expressa em bactérias falhou na protecdo de camundongos apds desafio, provavelmente
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porque a proteina néo foi glicosilada, o que é fundamental para a sua atividade. Neste sentido,
sistemas de expressdo em células de mamiferos também foram testados. Morimoto, Kawai e
Mifune (1992) construiram um vetor derivado de retrovirus contendo o gene da glicoproteina,
expressando-a em células de neuroblastoma e BHK-21. Mochizuki et al. (1998) utilizaram
HIV-1 (virus da imunodeficiéncia humana) defectivo e também observaram producdo da
glicoproteina do virus da raiva em células humanas HEK293-T (células embrionarias de rim
humano).

Em leveduras Saccharomyces cerevisiae, Klepfer et al. (1993), expressaram a
glicoproteina utilizando um vetor de expressdo sob controle de um promotor indutivel
(metalotioneina) e um promotor constitutivo (triose desidrogenase). A glicoproteina foi
glicosilada e associada & membrana das leveduras, porém extratos de levedura contendo a
proteina protegeram animais em desafio intramuscular, mas ndo no desafio intracerebral de
camundongos.

Chen et al. (2012) demonstraram através da construgdo de um baculovirus
recombinante infectando células Spodoptera frugiperda (Sf9) com o gene da glicoproteina
sob comando do promotor da poliedrina que a proteina expressa manteve as caracteristicas
estruturais e imunogénicas nessas culturas. Tuchiya et al. (1992), verificaram que a proteina
produzida por baculovirus recombinante é capaz de se fundir formando complexos em
condigdes de baixo pH. Assim, diferentes sistemas de expressdo génica podem ser mais uma

alternativa barata e efetiva para producéo de imunobioldgicos para diagndsticos e/ou vacinas.

3.4 Expressao de proteinas recombinantes

A tecnologia do DNA recombinante, surgida no inicio dos anos 70, permitiu a adi¢do
de fragmento de &cido nucléico em um hospedeiro e a expressdo posterior pelo hospedeiro das
proteinas codificadas pelo fragmento introduzido. A producdo de vacinas e proteinas
farmacéuticas atraiu o interesse de pesquisadores e, com isso, obtiveram-se diferentes
sistemas de expressao de varios genes heterdlogos. Em geral, o gene de interesse € inserido
em um plasmideo e este é introduzido na célula, a qual se torna entdo capaz de transcrever o
gene e assim gerar as proteinas de interesse (ALVES; CARRONDO; CRUZ, 2008; GREEN;
SAMBROOK, 2012).

Duas formas de expressdo de proteinas recombinantes em células sdo: transiente e
estdvel. Na forma transiente, 0 DNA ou RNA se perde ao longo do cultivo celular, enquanto

que o processo de obtengdo de linhagens estaveis de expressdo demanda periodos longos de
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tempo e € bastante laborioso. Apesar disso, a possibilidade de integrar o DNA de interesse de
forma estdvel no genoma celular, garante sua transcricdo e traducdo por longos periodos,
reprodutibilidade do processo e expressdo génica definida. Os vetores empregados em células
eucarioticas que se integram ao genoma celular sdo constituidos de uma completa unidade de
transcricdo e um marcador genético (genes que codificam enzimas capazes de conferir
resisténcia a antibioticos ou outras drogas) que permite a selecdo de células portadoras do
DNA inserido. Esses vetores, uma vez construidos, devem ser introduzidos em células para
expressar o gene heterélogo (GREEN; SAMBROOK, 2012).

Com relacdo & expressdo transiente, 0s vetores virais comerciais ou em
desenvolvimento se baseiam principalmente em adenovirus, retrovirus, lentivirus,
herpesvirus, virus vaccinia e baculovirus, que permitem a expresséo heter6loga em células de
mamiferos e em células de inseto (para os baculovirus). Esses sistemas tém vantagens e
algumas limitagdes, como o tempo de expressdo, linhagem celular que infectam e
biosseguranca (HENAO; CORTES; NAVAS, 2007).

3.5 Cultivo de células animais

Culturas celulares sdo amplamente utilizadas pela indUstria farmacéutica na produgao
de proteinas heter6logas para aplicacdo como farmacos, vacinas e reagentes para Kits
diagndsticos, através da utilizacdo da biologia molecular. O uso dessa tecnologia se estende
também a campos como: transplantes de drgdos, terapias celulares e génicas, toxicologia,
producéo de biopesticidas e nanobiotecnologia (IVEY-HOYLE, 1991).

O aprimoramento das técnicas de cultivo permite hoje a propagacéo in vitro de
diferentes tipos de células (insetos, humanos, roedores e outros animais). Antes o cultivo de
células era proveniente de explante primério de tecidos. Basicamente a cultivo de células
animais e semelhante aqueles utilizados para o crescimento de bactérias, fungos e leveduras,
mesmo as células animais apresentando caracteristicas diferentes dos microrganismos
(crescimento mais lento, fragilidade mecéanica, meios de cultura mais complexos e, as vezes,
suporte para crescimento). O cultivo de células animais requer condigBes de assepsia mais
rigidas, pois crescem mais lentamente que muitos contaminantes comuns, como bactérias e
fungos (LEO et al., 2008).

Apesar das muitas vantagens da expressdo de proteinas em bactérias e leveduras, as
proteinas para fins terapéuticos humanos, que requerem modificagbes pds-traducionais,

devem ser corretamente processadas de modo a garantir sua bioatividade. Para
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desempenharem corretamente sua atividade bioldgica algumas proteinas necessitam de
modificagdes pos-traducionais, como acetilacdo, oligomerizacéo, glicosilacdo, fosforilacéo.
Com isso, 0 uso de células animais tém se tornado cada vez mais comum, por apresentarem
modificagdes pds-traducionais mais complexas (PFEIFER, 1998). Abaixo esquema dos

diferentes padrdes de glicosilagdo em diferentes células.

Figura 3. Esquema do padréo de glicosilagdo em diferentes tipos de células.

TRy

® ® © ®
: : Qe

@® @ ‘/. /
-8 @-

Levedura Célula de Célula Célula

inseto CHO humana
Peptide @ Galactose . Mannose A N-glyeolylneuraminic acid
@ Xylose @ Fucose . N-acetylglucosamine A N-acetylneuraminic acid

Adaptado de Varki et al. (2009).

Células de insetos e células de mamiferos apresentam vérias similaridades e algumas
diferencas com relagdo ao cultivo. Como células de insetos originam-se de tecidos de 6rgdos
especificos ou embrionérios ndo diferenciados, a mesma linhagem celular pode crescer tanto
em suspensdo quanto em monocamada. Ja a maioria das linhagens de células de mamifero ndo
transformadas crescem exclusivamente aderidas. Ambas requerem assepsia rigorosa durante
as transferéncias celulares, inoculacdo e propagagdo em biorreatores. Células de mamifero
crescem em temperaturas proximas a 37 °C e a maioria das linhagens necessita de atmosfera
de CO, ja as células de inseto ndo necessitam de atmosfera de CO, e crescem em
temperaturas entre 20 e 30 °C (SHIN; CHA, 2002; SHIN; LIM; CHA, 2003).

Células de inseto vém sendo comumente utilizadas para expressdo de proteinas
recombinantes por: serem capazes de realizar modificagbes pos-traducionais, possuir
habilidade de expressar altos niveis de proteina exdgena e elevada velocidade de crescimento
em cultura, apesar de apresentarem limitagdes nas estruturas de N-glicanos incorporadas as
proteinas (RENDIC; WILSON; PASCHINGER, 2008). As células de inseto podem adicionar
precursores aos sitios apropriados em um polipeptideo e também possuem enzimas

necessarias (Manl, GnTl e Manll) para modificar oligossacarideos, a N-acetilglicosamina
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(GIcNAc) (BUTLER, 2008). No entanto o processamento estrutural posterior & formagéo do
oligossacarideo central (MansGIcNAc;) é limitado. As enzimas glicosiltransferases ou estdo
ausentes ou estdo em baixo nivel de atividade, tornando esse sistema incapaz de sintetizar N-
glicanos complexos contendo acido siélico e estruturas tri ou tetra-antenarias. Porém existem
estudos que utilizaram manipulacéo genética em células de inseto para melhorar a maquinaria
de glicosilacdo (BUTLER, 2008; GEISLER; JARVIS, 2009). Outra caracteristica referente as
modificacdes pos-traducionais é que células de inseto apresentam alto teor de manose
(CHANG et al., 2003).

A presencga da enzima a-1-3-fucosiltransferase em células de inseto é outra diferenca
associada a producéo de proteinas por esse vetor (adi¢do de fucose a proteina). A presenca da
fucose pode ser reconhecida como antigeno pelo sistema imune de mamiferos (GEISLER;
JARVIS, 2009).

Ainda com relacdo as células de inseto, células de Spodoptera frugiperda (Sf) e
Trichoplusia ni (BTI-TN-5BI-4 ou High-Five™, Life Technologies, Carlsbad, California,
EUA) sdo linhagens utilizadas principalmente para produzir proteinas heteréloga através de
infecgdo por baculovirus recombinante (expresséo transiente). Um exemplo de um produto
obtido através do sistema de expressdo por baculovirus recombinante infectando células High-
Five™ e licenciado pelo FDA (em 2010) é o Cervarix® (Glaxo Smith Kline Rixensart,
Bélgica), que € uma vacina bivalente preventiva para o cancer do colo do Gtero que contém
proteinas de cepas do papilomavirus humano, consideradas como alto risco para os casos de
cancer. Essas glicoproteinas sdo expressas em VLPs (virus like particles) (VAN DEN
BERGH et al., 2014). O medicamento FluBlok® (Protein Sciences Co., Meriden,
Connecticut, EUA) que é uma vacina contra o virus influenza (sistema de baculovirus
recombinante infectando células Sf9 e produzindo proteinas heter6logas) também foi
aprovado pelo FDA em 2013 (HICKEY et al., 2014). Embora muito eficaz, o sistema de
expressdo com baculovirus € transiente e pode ser inconveniente para producdo em larga
escala (MORAES et al., 2012).

3.6 Células de Drosophila melanogaster Schneider 2 (S2)

O sistema de expressdo de proteinas recombinantes baseado na utilizagdo de células de
Drosophila melanogaster vem sendo cada vez mais utilizado (MORAES et al., 2012). H&
cerca de 94 linhagens de células de Drosophila melanogaster independentemente cultivadas,

das quais 12, aproximadamente, tém sido mais facilmente manipuladas. Para a expresséo de
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genes heterdlogos, duas linhagens de células Schneider (S) tém sido bastante utilizadas, as
linhagens S2 e S3 (CHERBAS; MOSS; CHERBAS, 1994). Ambas constituem células semi-
aderentes derivadas de uma populagdo de moscas Drosophila melanogaster em estagio
embrionario tardio. A linhagem S2 foi estabelecida em 1969 por Schneider, a partir de
centenas de embrides com 20 a 24 horas de vida (FRESHNEY, 1992). Essa linhagem pode
ser modificada geneticamente e € capaz de expressar proteinas heterélogas de modo estavel,
sendo facilmente adaptavel ao crescimento em suspensdo, atingindo altas concentragdes,
permitindo seu uso em culturas continuas e facilidade no aumento de escala (GALESI et al.,
2008; VENTINI et al., 2010; VIEIRA et al., 2014). Além disso, essas células podem ser
transfectadas com promotores indutiveis, que permitem protocolos de bioprocessos com alto
rendimento para producdo de proteinas recombinantes (LEMOS et al., 2009; MORAES et al.,
2012; VENTINI et al., 2010).

O sistema de expressdo Drosophila (DES®) consiste em vetores de expressdo e
selecdo de células S2 e foi estabelecido nos anos 90 pela empresa Invitrogen (Carlsbad,
Califérnia, EUA). Os vetores contém os elementos necessarios para amplificacdo em bactéria
e para a expressdo do gene de interesse em células S2, devendo ser integrados ao genoma da
célula hospedeira para que ocorra a replicagdo do cDNA heterdlogo e expressdo da proteina
pela maquinaria celular. Esse sistema combina as vantagens dos sistemas de expressdo de
células de mamiferos e baculovirus permitindo complexas modificagdes pos-traducionais, alta
densidade celular para o crescimento em suspenséo e condigdes de cultura com baixo custo
(IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003; IVEY-HOYLE, 1991).

Uma caracteristica importante das células de inseto S2 é a possibilidade de integragao
de mais de 1000 cdpias do vetor de expressdo no genoma celular. Além disso, o vetor pode
ser construido gerando possibilidade de expressdo e selecdo em apenas um evento, ndo sendo
necessario um longo periodo para amplificacdo do plasmideo e sele¢do das células clonadas
para estabelecer uma linhagem celular com altos niveis de expressdo do gene introduzido
(DEML; WOLF; WAGNER, 1999). Porém, pelo fato das células S2 ndo crescerem em baixas
densidades, de certa forma ha uma limitacdo quanto a selecdo de um clone recombinante ou
até mesmo uma populagdo recombinante, devido a esse fato foram reportados estudos para
melhorar a performance da expressdo da proteina recombinante (DOS SANTOS et al., 2009;
GALESI et al., 2008; JORGE et al., 2008; LEMOS et al., 2009; VENTINI et al., 2010).
Provavelmente os altos niveis de expressdo de proteinas ja atingidos e reportados na literatura
se devem ao uso de promotores fortes e alto nimero de copias de plasmideos integrados ao
genoma (BUCKINGHAM et al., 1996; LEMOS et al., 2009; MCCARROLL; KING, 1997).
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Células S2 podem ser transfectadas estavelmente usando uma série de plasmideos
contendo promotores constitutivos ou indutiveis. Os vetores mais usados contém o promotor
constitutivo do gene da Actina 5C (pAc5) ou o promotor indutivel da metalotioneina (pMT,
preferido para expressdo de proteinas de membrana) ambos de droséfilas (BRILLET et al.,
2008). Desta forma, esse sistema combina vérias vantagens fisioldgicas para bioprocessos,
que fazem dele uma ferramenta com grande potencial para a produgdo de proteinas dentro de
uma variedade de aplicagOes, incluindo a caracterizagdo funcional, perfil farmacol6gico,
simulagcdes moleculares, analises estruturais, ou geracdo de vacinas. Isto, inclusive, motivou
uma edigdo especial da revista Cytotechnology sobre expressdo de genes heterélogos em
Drosophila melanogaster publicada em Maio 2008 (Cytotechnology, 2008).

A linhagem de células S2 apresenta ainda vantagens com relacdo a velocidade
especifica de crescimento, apresentando 0 méaximo de 1,20 dia™*, enquanto uma linhagem com
células CHO recombinante apresenta um maximo de 0,60 dia® (VENTINI et al., 2010, 2011)
e concentracdo celular maxima entre 3 - 5x10° cel/mL (BATISTA et al., 2011;
PAMBOUKIAN et al., 2008; VENTINI et al., 2010).

Com relacdo a expressdo de proteinas recombinantes pelo sistema células S2, algumas
moléculas foram expressas por essas células como, por exemplo, IL-2 humana recombinante,
com expressdo de 2,3 pg/mL (SHIN; LIM; CHA, 2003), proteina do envelope do virus da
dengue (CLEMENTS et al., 2010), proteina gp120 do HIV (IVEY-HOYLE et al., 1991), sub-
unidades de FSH e LH recombinantes (ZMORA et al., 2007). Em todos 0s casos, a proteina
heterdloga foi expressa com bons niveis de rendimento e correta bioatividade. Talvez o estudo
mais completo envolvendo o sistema S2 seja a expressdo da glicoproteina recombinante do
virus da raiva — cepa Pasteur (rRVGP) (ASTRAY et al., 2008; BATISTA et al., 2011; BOVO
et al., 2008; DOS SANTOS et al., 2009; GALESI et al., 2008; LEMOS et al., 2009; SWIECH
et al., 2008a, 2008b, 2008c; VENTINI et al., 2010; YOKOMIZO et al., 2007). Essa proteina
pode ser empregada como componente de vacina ou kit de deteccéo para a raiva (MORAES et
al., 2012) e sua expressdo atingiu o maximo de 3 mg/L, 2 ug/10” células, em biorreator
(VENTINI et al., 2010).

A expressdo de proteinas recombinantes heter6logas em ceélulas S2 apresenta
vantagens quanto ao uso de células de mamiferos em termos de escalonamento e custo de
producgdo. Para que seja alcancado altos rendimentos se faz necessario culturas com alta
velocidade de crescimento, o que é mais féacil de alcangar com a linhagem de células S2 do
que com linhagens de células de mamiferos transfectadas e comercialmente utilizadas na

indUstria e adaptadas ao crescimento em suspensdo. Para que se atinja altos niveis de
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expressao de proteinas heter6loga no sistema S2, e com bioatividade, a escolha de vetores
apropriados, condi¢bes de cultivo adequadas para o crescimento e expressdo, controle e

monitoramento dos bioprocessos, séo essenciais (MORAES et al., 2012).

3.7 Semliki Forest Virus (SFV)

O sistema de expressdo utilizando o Semliki Forest Virus (SFV) tem sido utilizado
para a expressdo de moléculas de interesse biotecnoldgico in vitro, e moléculas de interesse
médico in vivo (NUNEZ et al., 2013; RIEZEBOS-BRILMAN et al., 2006). Caracterizado por
infectar uma ampla diversidade de células, notadamente as células de mamiferos, o SFV tem
sido proposto como sendo um promissor vetor vacinal (RIEZEBOS-BRILMAN et al., 2006).
No entanto, pouco ainda esta descrito sobre suas propriedades imunoldgicas e adjuvantes.
Nosso grupo no Laboratério de Imunologia Viral do Instituto Butantan desenvolveu um
estudo com SFV recombinantes expressando a RVGP (SFV-RVGP) (BENMAAMAR et al.,
2009). Essas particulas carregam a informacdo genética da glicoproteina do virus da raiva —
cepa Pasteur (RVGP).

Vetores virais derivados do SFV podem ter uma ampla gama aplicacOes, além de
apresentar altos niveis de expressdo de proteinas em diferentes linhagens celulares. Eles séo
utilizados em terapia génica como veiculo para a entrega de genes especificos in vivo,
principalmente na terapia contra o cancer, onde é necessaria uma expressao em curto prazo. A
sua aplicacdo em produgdo de vacinas profilaticas ou terapéuticas, é uma outra linha de
pesquisa em desenvolvimento, onde s&o demonstradas respostas imunes significativas contra
doencas virais e tumores (HENAO; CORTES; NAVAS, 2007), ativando tanto resposta imune
celular quanto resposta imune humoral (RIEZEBOS-BRILMAN et al., 2006).

As caracteristicas que tornaram os alfavirus candidatos no desenvolvimento de vetores
virais sdo: infeccdo de varias linhagens celulares, infeccdo eficiente de células eucariontes
(indispenséveis para as modificagdes pos-traducionais da proteina de interesse), capacidade de
produzir altos niveis de proteina utilizando a maquinaria celular quase ao seu favor,
replicacdo do RNA no citoplasma, capacidade de clonagem do genoma, efeito citopético
tardio (72 — 96 horas), replicagdo defectiva, ap6s a infeccdo a célula infectada morre por
apoptose resultando em corpos apoptéticos contendo altos niveis da proteina de interesse, o
que pode ser benéfico para a indugéo de resposta imune via cross-priming (COLMENERO et
al., 2001; HUCKRIEDE et al., 2004; LUNDSTROM et al., 1999).
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O SFV é um virus do género Alphavirus pertencente a familia Togaviridae e é capaz
de se replicar em células de vertebrados e invertebrados. Os alfavirus Sinbdis e SFV sdo
amplamente conhecidos como modelo de estudo em biologia celular e molecular. Ambos sdo
considerados como excelentes sistemas de expresséo devido a seu genoma se auto amplificar
e sO requerer a maquinaria traducional da célula do hospedeiro para se replicar (HENAO,;
CORTES; NAVAS, 2007). Os SFVs sio particulas esféricas, medindo 65-70 nm de diametro.
Possuem RNA positivo de fita simples ndo segmentado, que funciona como RNA
mensageiro. Essa fita de RNA positivo é encapsidada (somente uma por virus) por um Gnico
tipo de proteina, a proteina da céapside - C, arranjada em configuracao icosahédrica formando
0 nucleocapsideo (com 240 proteinas). O nucleocapsideo é envelopado por uma camada
bilipidica, derivada da membrana plasmatica da célula hospedeira, com as glicoproteinas E1,
E2 e E3 ancoradas nessa membrana, formando 80 heterotrimeros em formato de espicula, e
essas proteinas interagem com a proteina C do capsideo (HENAO; CORTES; NAVAS, 2007;
VENIEN-BRYAN; FULLER, 1994).

Figura 4. Estrutura e genoma do SFV.
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() Nucleocapsideo (RNA e capside) envolto pelo envelope formado pela camada bilipidica
e espiculas virais projetadas para a superficie do virus. (b) Espiculas virais reproduzidas por
crio-eletromicroscopia. (c) Genoma do SFV: a primeira ORF codifica as proteinas ndo
estruturais que formam o complexo replicase e a segunda codifica as proteinas estruturais.
Fonte: Alberts et al. (1994) e Riezebos-Brilman et al. (2006).

O SFV possui dois quadros abertos de leitura (ORF — open reading frames) e seu
genoma codifica 9 proteinas (quatro ndo estruturais, nsP1 - 4, e cinco estruturais, capside, p62
- E2 e E3, 6K e E1). O primeiro quadro codifica as proteinas ndo estruturais que formam o

complexo replicase (nsP 1-4). O segundo quadro codifica as proteinas estruturais: proteina do
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capsideo e as proteinas do envelope viral E2 e E3 (precursor P62), 6K e E1. O fato do RNA
gendmico do alfavirus conter caracteristicas tipicas do RNAm da célula do hospedeiro, como
5’CAP e a cauda de poliadenosina, faz com que ele seja considerado um RNAm bicistronico
contendo duas ORFs (HENAO; CORTES; NAVAS, 2007; RIEZEBOS-BRILMAN et al.,
2006).

O processo de infec¢do do alfavirus se inicia com a ligacdo das proteinas do envelope
viral (E2) com as proteinas de superficie da célula, que atuam como receptor na membrana
plasmética da célula do hospedeiro. Apos a ligagdo, o virus invade a célula por endocitose
mediada por clatrina e é transportado para endossomos. O pH éacido endossomal promove a
fuséo das espiculas virais do envelope (E1) com as membranas do endossoma. Em seguida, o
nucleocapsideo é liberado no citosol onde é desfeito liberando o genoma viral no citoplasma
(LILJESTROM; GAROFF, 2001; WAHLBERG et al., 1992).

No citoplasma, o RNA genémico do SFV serve como um RNAmMm, iniciando-se a
traducdo da primeira ORF (2/3 do RNA viral) e gerando assim uma poliproteina que
posteriormente € clivada em 4 proteinas ndo estruturais (NsP 1-4), essas proteinas formam o
complexo replicase (Rep). Este complexo tem a funcdo de iniciar a replicacdo de fitas
completas de RNA negativo, estas fitas antissenso servem de molde para gerar multiplas
copias de RNA positivo do genoma completo (42S), assim como permitem a sintese do RNA
sub-genbmico (26S), que corresponde ao Ultimo terco do genoma e contem a sequencia das
proteinas estruturais. As proteinas estruturais sdo geradas a partir do promotor 26S localizado
imediatamente antes do gene das proteinas estruturais, pela Rep. O RNA 26S é traduzido para
produzir uma poliproteina estrutural precursora (C-p62-6K-E1), que é clivada co-
traducionalmente pela funcéo de protease da proteina C, gerando a proteina C (capsideo) e o
complexo das glicoproteinas do envelope viral (p62, 6K e E1). A proteina C reconhece um
sinal de encapsidagdo que esta na regido codificadora para nsP2 e junto com o RNA positivo
completo (42S) forma o nucleocapsideo (KUJALA et al., 2001; LOPEZ et al., 1994; LU;
KIELIAN, 2000; QUETGLAS et al.,, 2010; SKOGING et al., 1996; SUOMALAINEN;
LILJESTROM; GAROFF, 1992; ZHAO; GAROFF, 1992).

Ao mesmo tempo, o complexo (p62, 6K e E1) é translocado co-traducionalmente ao
reticulo endoplasmético rugoso e as glicoproteinas séo dirigidas & membrana plasmética pelo
complexo de Golgi, onde a p62 € clivada em sua forma madura E2 e E3 no golgi tardio. A
interacdo da proteina C do nucleocapsideo com a cauda da E2 forma uma espicula contendo
as proteinas do envelope na camada lipidica da célula do hospedeiro e finalmente a particula

viral é liberada no meio extracelular. A agregagdo das proteinas do envelope excluem as
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proteinas de membrana da célula do hospedeiro (KUJALA et al., 2001; LOPEZ et al., 1994;
LU; KIELIAN, 2000; QUETGLAS et al., 2010; SKOGING et al., 1996; SUOMALAINEN;
LILJESTROM; GAROFF, 1992; ZHAO; GAROFF, 1992).

Para a producdo de proteinas heterélogas utilizando o vetor SFV, utiliza-se dois
plasmideos sub-clonados a partir do cDNA do genoma do SFV. O primeiro é o vetor de
replicacdo, que contém o gene das proteinas ndo estruturais, o sinal de encapsidacdo e no
lugar do gene das proteinas estruturais é inserido o gene de interesse, conservando o promotor
sub-gendmico 26S, que permite a alta expressdo da proteina heter6loga. O segundo plasmideo
contém somente 0 gene das proteinas estruturais. Para a producdo das particulas virais, o
vetores sdo transcritos in vitro e sdo co-transfectados por eletroporagdo ou lipofeccdo em
células de mamiferos in vitro. Desse modo somente 0 RNA recombinante é encapsidado na
particula viral gerada, o que na prética faz com que essas particulas sejam infecciosas e ndo
replicativas (figura 5). A expressao é transiente e as células infectadas entram em morte por
apoptose. O RNA auxiliar oferece a biosseguranca de que particulas virais formadas ndo
possuem 0 RNA que codificam as proteinas estruturais e essas particulas recombinantes de
SFV sdo chamadas de “suicidas”. Todo esse processo resulta na formacdo de
aproximadamente 10° a 10" particulas infecciosas por mililitro (LILJESTROM; GAROFF,
1991).

Figura 5. Representacdo esquematica da producdo do SFV recombinante.
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Posteriormente, visando aumentar a seguranca do sistema, a proteina de envelope viral
E2 foi mutada, apresentando capacidade limitada de infecgdo, de forma que o virus apenas
pode realizar a fusdo com a membrana plasmatica da célula quando previamente tratado com
a-quimiotripsina. Como a a-quimiotripsina é toxica para as células, precisa ser inativada com
aprotinina (BERGLUND et al., 1993). Mais recentemente, foi desenvolvido um sistema SFV
que ndo necessita de ativacdo enzimética, porém apresenta sensibilidade & temperatura como
método de contencdo (LUNDSTROM et al., 2003). H4 também um sistema que utiliza dois
plasmideos helpers, um que contém o gene da proteina C e o outro das glicoproteinas virais
(SMERDOU; LILJESTROM, 1999).

Quando utilizados para a imunizagdo, os SFV recombinantes, contento o replicon, séo
injetados no hospedeiro, infectam suas células, liberam o material genético e produzem a
proteina de interesse (ASTRAY et al., 2014; LUNDSTROM, 2014).

Ainda que os vetores baseados em SFV tenham uma ampla gama de aplicagdes, eles
possuem algumas caracteristicas que, até certo ponto, limitam o seu uso. Os niveis
extremamente altos de expressdo génica obtidos pelo SFV ndo sdo compativeis com 0s niveis
fisioldgicos, além de que a alta toxicidade dos vetores para as células hospedeiras pode limitar
a expressdo de proteinas repdrteres devido a inducéo de apoptose pela replicagéo viral. Esse
efeito limita os estudos sobre a cinética de expressdo e as vias de transducdo de sinal
envolvidas (LUNDSTROM et al., 1999). Outro fator limitante ao uso do SFV é a transcri¢éo
in vitro extremamente cara e que requer condigdes especiais na sua metodologia. Frente a esse
ponto foram desenvolvidos vetores de DNA para transcri¢do in vivo chamados de pSCA, que
utilizando o promotor do citomegalovirus (CMV) dependente de RNA polimerase Il, que
conduzem a transcrigdo in vivo a partir do vetor cONA (DICIOMMO; BREMNER, 1998).

Normalmente os alfavirus sdo transmitidos de mosquitos para vertebrados, e de volta
para 0 mosquito. Em células de vertebrados, a infec¢do viral resulta em um shut-off do RNAm
do hospedeiro e assume o controle da maquinaria de traducdo da célula para RNAm virais,
resultando elevados titulos virais e, eventualmente, morte celular por apoptose. Nas células do
mosquito a replicacdo viral é mais lenta e frequentemente tem minimos efeitos na célula. Uma
infeccdo por SFV em humanos resulta desde uma infecgdo assintomatica a presenca de febre,
por essa caracteristica os alfavirus ndo sdo patdgenos importantes para seres humanos e sua
incidéncia é muito baixa (RIEZEBOS-BRILMAN et al., 2006).

A tabela a seguir mostra algumas pesquisas que utilizaram o vetor SFV para

imunizagéo.
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Tabela 1. Estudos de imunizagdo com o vetor SFV.

Antigeno Modelo animal Resposta immune Referéncia

Chikungunya

Teste clinico

tenuado Fase I] Celular (EDELMAN et al., 2000)
gB e pp65/1E1 Teste clinico
oMY Fase | Humoral e celular (BERNSTEIN et al., 2009)
gp160 HIV Primata Humoral (BERGLUND et al., 1997)
HIV sub-tipo A Camundongo Celular (HANKE et al., 2003)
HIV sub-tipo C Camundongo Celular e humoral (SUNDBACK et al., 2005)
PrME/NS1 LIV ~ Camundongo Humoral e celular (FLEETON et al., 2000)
PrM/EV MVE Camundongo Humoral (COLOMBAGE et al,
1998)
HA/NP influenza Camundongo Humoral e celular (BERGLUND et al., 1999)
NP influenza Camundongo Humoral e celular (VIGNUZZI et al., 2001)
NS3 HCV Camundongo Celular (BRINSTER et al., 2002)
NS3 HCV Primata Celular (ROLLIER et al., 2005)
rRVGP Camundongo Humoral e celular (ASTRAY etal., 2014)

AbreviagBes: CMV: citomegalovirus; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; LIV:
Louping ill virus (virus da encefalomielite ovina); MVE: virus da encefalite de Murray
Valley; NP: nucleoproteina; HA: hemaglutinina; HCV: virus da hepatite C; rRVGP:
glicoproteina recombinante do virus da raiva — cepa Pasteur.

3.8 Purificagéo

No processo de producdo de uma proteina recombinante, a purificacdo representa uma
das etapas mais complexas e de maior custo. Sua eficiéncia e consisténcia sdo de crucial
importncia para a qualidade do produto final. Estratégias de purificacdo efetivas e
econdmicas devem ser programadas de tal forma que a estrutura e a funcdo da proteina
recombinante (atividade bioldgica) ndo se alterem e que seja obtido um alto rendimento e
grau de pureza (EVANGELISTA DYR; SUTTNAR, 1997; JUNGBAUER; BOSCHETT]I,
1994; LESER; ASENJO, 1992; VASQUEZ-ALVAREZ; LIENQUEO; PINTO, 2001).

Frequentemente, no processamento de bioprodutos obtidos por cultivos de células
animais, o produto de interesse € secretado, apresentando-se de forma adequada a aplicacdo
em equipamentos de purificagdo apds a remocéo de células por técnicas de separacdo sélido-

liquido. Porém o produto de interesse pode estar localizado intracelularmente, o que implica
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na liberacdo simultanea de um nimero consideravel de contaminantes intracelulares, além do
aumento da viscosidade e da atividade proteolitica no material durante a extracdo, o que pode
tornar a manipulacdo da amostra mais dificil (MORAES; CASTILHO; BUENO, 2008).

Para o processamento de células animais, que ndo dispem de parede celular, as
técnicas mais utilizadas para rompimento sdo as classificadas em suaves e moderadas. As
suaves compreendem em lise celular por digestdo enzimética, solubilizacdo quimica ou
autdlise, uso de homogeneizador manual e de trituradores, ja as moderadas envolvem o uso de
homogeneizadores de facas e trituragdo com abrasivos. Em alguns casos a proteina desejada
estd ligada a membranas ou particulas (a rRVGP estudada nesse trabalho é expressa na
membrana celular), ou est4 agregada, devido ao seu cardter hidrofébico. Nesses casos faz-se
necessario o uso de detergentes na etapa de rompimento e extracdo celular, a fim de reduzir as
interacGes em todas as etapas do processo de purificagdo. A acdo do detergente é dependente
de pH, temperatura e concentracdo (concentracdo micelar critica), essas caracteristicas séo
essenciais para evitar a desnaturacdo ou a desativacdo da biomolécula de interesse. Proteases
também constituem uma ameaga a estabilidade proteica. Uma estratégia simples para protecdo
contra a degradacdo proteolitica € a manipulacdo répida e em baixas temperaturas. Uma
precaucdo adicional é a adicdo de inibidores de proteases, principalmente nas etapas de
rompimento celular e extragdo (MORAES; CASTILHO; BUENO, 2008).

A estrutura dos compostos conhecidos como anfifilicos, detergentes ou tensoativos
consiste de uma parte hidrofilica unida a uma parte hidrofébica. Os detergentes sdo
classificados, de acordo com o segmento hidrofilico, em catidnicos, nao-ibnicos e
zwiteridnicos ou anfoteros. A medida em que se eleva a concentragdo de tensoativo na
solucdo, as moléculas de detergente comecam a se auto-agregar para formar estruturas
conhecidos como micelas (TANFORD et al., 1974). Dependendo da polaridade, a molécula
pode solubilizar no interior micelar, na regido superficial ou orientar-se como 0S monémeros
do detergente, nos casos de moléculas anfifilicas (SEPULVEDA,; LISSI; QUINA, 1986).

Um dos métodos comumente utilizados para purificagdo, levando em conta a
especificidade de interagdo com ligantes, € a cromatografia de afinidade. A cromatografia de
afinidade é um método de adsorcdo que explora o reconhecimento entre o ligante imobilizado
em uma matriz sélida e a biomolécula a ser separada, com alta especificidade de interacdo
entre as moléculas. Para a elui¢do das moléculas adsorvidas utiliza-se alteragdo das condicbes
do meio (pH, forca idnica) ou adi¢éo de contraligantes que apresentam maior afinidade pelo
ligante ou pelo adsorvato (MORAES; CASTILHO; BUENO, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparagdo da rRVGP expressa em céelulas S2

A denominagdo da glicoproteina do virus da raiva como RVGP no nosso trabalho
provém da abreviatura do inglés Rabies Virus Glycoprotein - Pasteur strain (glicoproteina do
virus da raiva — cepa Pasteur). E a denominacdo rRVGP, refere-se a glicoproteina
recombinante (glicoproteina recombinante do virus da raiva — cepa Pasteur). A cepa Pasteur,

PV, é utilizada para preparacOes vacinais por ter distribuicdo mundial (KING et al., 2011).

4.1.1 Estabelecimento da linhagem celular S2MtRVGP-H

As células S2MtRVGP-H foram obtidas no Laboratério de Imunologia Viral do
Instituto Butantan pela transfec¢cdo com um plasmideo contendo o gene da RVGP (figura 6),
promotor indutivel da metalotioneina e gene de resisténcia a higromicina (LEMOS et al.,
2009).

Figura 6. Mapa do vetor pMTRVGP-Hygro.

pMT corresponde ao promotor do gene da metalotioneina de drosdfila, RVGP ao cDNA da
glicoproteina do virus da raiva, SV40 a sequéncia de poli-adenilagdo do virus SV40 e V5
ao epitopo da proteina V5. O gene que confere resisténcia a ampicilina (ampicillin) e a
origem de replicacdo em bactérias (pUC ori) também estdo presentes nesses vetores
(adaptado de Lemos, 2009).

4.1.2 Estabelecimento da linhagem celular S2MtRVGP-H-His

As células S2MtRVGP-H-His foram obtidas pela transfeccdo de células S2 com um

plasmideo contendo o gene da RVGP (figura 7), cassete de resisténcia a higromicina,
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promotor da metalotioneina e cauda de histidina (6 histidinas). As transfec¢des foram
realizadas utilizando o lipossoma Cellfectin Reagent (Life Technologies): 5x10° células S2
selvagens em frasco T-75 foram transfectadas com uma suspenséo obtida apés a diluigdo de 2
ug do vetor de expressdo em 500 pL de meio SF-900 Il SFM, seguida de mistura com 20 pL
de Cellfectin e 480 pL de SF-900 Ill SFM (Life Technologies). Apés 4 horas de incubagéo e
agitagcdo horizontal com a suspenséo de transfecgéo, a cultura foi incubada por 48 horas a 28
°C com total de 10 mL de meio de cultura. A populagéo celular foi selecionada com adicédo de
600 pg/mL de higromicina B no meio de cultura. Como controle da transfecgdo, também foi
adicionado higromicina B (na mesma concentracdo) em uma cultura de células selvagens.
Consideramos que o processo de selecdo terminou quando todas as células da cultura

selvagem estavam mortas, retirando assim a pressao seletiva da cultura modificada.

Figura 7. Mapa do vetor pMTRVGP-Hygro-His.

PMTRVGP-

Hygro+HIS

pMT corresponde ao promotor do gene da metalotioneina de drosdfila, RVGP ao cDNA da
glicoproteina do virus da raiva, SV40 a seqiiéncia de poli-adenilagdo do virus SV40 e His
ao cDNA da cauda de histidina. O gene que confere resisténcia a ampicilina (ampicillin) e a
origem de replicacdo em bactérias (pUC ori) também estdo presentes nesses vetores
(Adaptado de Lemos, 2009).

4.1.3 Cultivo de células S2MtRVGP-H e S2MtRVGP-H-His em biorreator de tanque
agitado e manutengéo celular

Para manutenc@o celular, as células foram ressuspendidas gentilmente e uma aliquota
(5x10° cels/mL) foi transferida para um novo frasco T25 (cultura estatica), qsp 5 mL de meio
de cultura SF-900 111 e mantida a 28 °C. Para preparo do indculo dos ensaios em biorreator as

células cultivadas nos frascos T25 foram transferidas para frasco agitados com volume de
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trabalho de 20 mL, inoculo de 5x10° cels/mL, meio SF-900 IlI, mantidas em agitacdo
rotacional a 100 rpm e temperatura de 28 °C. As culturas foram interrompidas entre 48 e 72

horas (fase exponencial de crescimento) e transferidas para o biorreator.

O desenvolvimento de bioprocessos com a linhagem S2MtRVGP-H foi iniciado
durante o projeto de mestrado (VENTINI, 2010), em que foi estabelecido um protocolo de
otimizacdo de cultivo, cujos parametros para producdo da rRVGP em biorreator de tanque
agitado BioFlo (New Brunswick, Enfield, Connecticut, EUA) sdo: 1 L de volume de trabalho,
indeulo inicial de 5x10° cel/mL, agitagdo a 90 rpm, temperatura 28°C, oxigénio dissolvido em
10 % de saturagdo de ar, aerac¢do por borbulhamento com mistura de N2, O; e ar, vazéo de 0,1
L/min, indugdo com 700uM de CuSO4 em concentracdo de celular entre 3-5x10° cel/mL
(VENTINI et al., 2010). A produgéo de rRVGP com as células S2MtRVGP-H-His foi feita

com 0 mesmo pI’OtOCO|O.

4.1.4 Medida de viabilidade e densidade celular

Para a anélise de viabilidade e densidade de células foi utilizado o0 método de exclusdo
do corante azul de tripan, 0,3 M (Merck, Darmstadt, Alemanha), em hemacitdmetro (DOYLE;
GRIFFTHS, 1998).

4.1.5 Quantificacdo da rRVGP produzida

As amostras obtidas nos ensaios foram separadas em aliquotas de 10° células,
centrifugadas a 1150 g por 3 minutos para separacdo das células e armazenadas a -20 °C, em
pellet seco ou em solugdo de armazenamento com glicerol (descrita no item 4.1.7.1).

A rRVGP foi quantificada por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay),
método de imunocaptura com placa sensibilizada por anticorpo monoclonal, seguindo a
metodologia anteriormente padronizada (ASTRAY et al., 2008).

Como a rRVGP é sintetizada na membrana das células, as amostras foram submetidas
a preparagdo com detergente Nonidet P-40 (0,2%) para que a proteina fosse solubilizada da
membrana celular e permanecesse, na conformagdo trimérica, na micela do detergente. As
placas foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal especifico para o sitio 1l antigénico da
RVGP em sua conformacéo trimérica (IgG-D1). O antigeno de referéncia (virus da raiva,
linhagem Pasteur, inativado, purificado, liofilizado, apresentado 10 pg de RVGP) € incubado,

previamente diluido, com as amostras (duplicata) e controles negativos (células S2 selvagens).
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Apos incubagdo as placas receberam anticorpo monoclonal anti-glicoproteina conjugado com
peroxidase (IgG-D1-Po) e apos foi adicionado substrato cromodgeno (tampdo citrato + orto-
phenylene diamine, 2 mg/mL). Apds a adicdo do tampéo de parada (acido sulfurico 4 N) a
reacdo desenvolveu coloragdo alaranjada e a absorbancia foi lida no comprimento de onda de
492 nm em leitor de microplacas (Multiskan MJ, Labsystemsm Helsink, Finlandia). Os
célculos para a obtencéo da concentragdo de RVGP foram realizados através da comparagao

da absorbancia das amostras com a curva de referéncia.

4.1.6 Purificagdo da rRVGP
4.1.6.1 Analise da rRVGP armazenada

As células S2MtRVGP-H cultivadas em biorreator foram armazenadas em Tampéo de
Congelamento. Essa solugdo contém 25 mM TRIS, 25 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM PMSF
e 20% de glicerol. A conservagdo da rRVGP foi testada apds 9 e 11 meses de armazenamento
através da quantificacdo da rRVGP por ELISA e comparadas com a amostra sem

congelamento.

4.1.6.2 Purificacdo da rRVGP produzida por células S2MtRVGP-H-His

As células S2MtRVGP-H-His cultivadas em biorreator, contendo a glicoproteina
ancorada na membrana celular, foram submetidas a lise mecéanica (rompimento das células
com homogeneizador do tipo “Homogeneizador de Tecido”) em tampdo de lise (25 mM
TRIS, 25 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM PMSF), centrifugadas a 12500 g por 30 minutos e 0
pellet contendo os fragmentos de membrana, com a rRVGP ancorada, foram entdo
submetidos a solubilizagdo com tampé&o de solubilizagéo (25 mM TRIS, 25 mM NaCl, 5 mM
MgCI2) + 0,1% de detergente DDM (n-Dodecyl 3-D-Maltopyranoside), ou 1% de CHAPS (3-
[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) ou 1% de OG (n-Octyl B-D-
glucopyranoside). Apds solubilizacdo as amostras foram filtradas em membrana com
porosidade de 0,45 pm.

A segunda etapa de purificagdo foi feita por Cromatografia Liquida (FPLC - Fast
Protein Liquid Chromatography, Akta purifier, GE Healthcare, Uppsala, Suécia) pela
metodologia de cromatografia de afinidade do tipo Immobilized metal ion affinity
chromatography (IMAC) com coluna de niquel imobilizado HisTrap FF Crude 1 mL (GE
Healthcare). A eluicéo foi feita em gradiente de Imidazol (100-500 mM).
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4.1.6.3 Purificacdo da rRVGP produzida por células BHK-21 infectadas por SFV-RVGP

Células BHK-21 (Baby Hamster kidney - clone 21) foram cultivadas em frascos T-25,
com meio a-MEM + 10% SFB (soro fetal bovino), 37 °C de temperatura, atmosfera de 5 % de
CO e infectadas com SFV-RVGP no Laboratério de Imunologia Viral. As células BHK-21,
contendo a glicoproteina ancorada na membrana celular, foram submetidas a lise mecénica
em tampéo de lise, centrifugadas a 12500 g por 30 minutos e o pellet contendo os fragmentos
de membrana com a rRVGP ancorada foram ent&o submetidos a solubilizacdo com tampé&o de
solubilizagéo + 0,1% de detergente DDM.

A segunda etapa de purificagdo foi feita por cromatografia de afinidade em coluna de
resina de Niquel (Macherey-Nagel columns, Duren, Alemanha), com incubacdo da amostra

por uma hora a 4 °C. A eluigdo foi feita em gradiente de Imidazol (100-500 mM).

4.1.6.4 Quantificacdo de proteinas totais por BCA

Para a dosagem de proteina total foi utilizado o kit BCA — Protein Assay Kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, EUA). Partindo da suspenséo celular previamente homogeneizada
e centrifugada, foram adicionados 10 pL da amostra ao reagente de reagdo. As amostras € 0
padréo diluido (0 — 250 pg/mL de albumina bovina — BSA) foram misturados ao reagente de
deteccdo, incubados a 60 °C por 30 minutos e, ap6s resfriamento a temperatura ambiente, as
amostras foram lidas em espectrofotdometro de 562 nm. A concentragdo das amostras foi

determinada através da curva padréo de BSA.

4.1.6.5 Imunodeteccéo das fragOes purificadas

Para verificar se a rRVGP foi purificada das amostras realizamos anélises de western-
blotting, dot blotting e SDS-PAGE das fracdes coletadas da purificagdo para verificar a
presenca dos mondmeros da rRVGP no tamanho esperado.

Cada fragéo foi separada por eletroforese (SDS-PAGE 12%, tampé&o ndo redutor). Os
geis foram corados por prata (Silver Steining Kit, Pierce Biotechnology) e/ou PageBlue
(Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania). A outra duplicata do gel foi transferida para
membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) em Tampdo de Transferéncia (38 mM de glicina,
20% etanol, 0,1% de SDS e 48 mM de Tris-base) durante uma hora a 450 mA. A membrana

foi incubada em agitacdo com anticorpo policlonal anti-glicoproteina do virus da raiva 1:1000
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e posteriormente incubada com anticorpo secundério anti-lgG de camundongo (1:4000)
conjugado a peroxidase. A membrana foi revelada por quimioluminescéncia (ECL, Thermo
Fisher Scientific). A membrana foi depositada em cassete fotogréfico e exposta a filme
fotografico (X-OMAT AR, Kodak, Sigma-Aldrich, Colorado, EUA) por 30 segundos. O filme
foi revelado em camara escura com revelador fotografico (GBX, Kodak).

Em paralelo, as fragdes também foram analisadas por dot blotting utilizando sistema
de 96 amostras acoplado & bomba de vacuo (50 pL) ou aplicacdo da amostra direto na
membrana de nitrocelulose (3-10 pL). Apés, a membrana foi bloqueada e tratada com
anticorpo primério (policlonal e monoclonal), anticorpo secundério e revelada de acordo com
0 procedimento de western-blotting ja descrito. Para o dot blotting também foi utilizado
anticorpo primério anti-histidina, na mesma dilui¢éo do anticorpo anti-glicoproteina do virus

da raiva.

4.2 Obtencdo das particulas de SFV-RVGP e rRVGP de células BHK-21

As particulas virais de SFV recombinante contendo o RNA da RVGP foram obtidas
previamente pelo Laboratdrio de Imunologia Viral conforme descrito por (BENMAAMAR et
al., 2009). O cDNA correspondente ao genoma do SFV foi dividido em dois plasmideos, um
auxiliar contendo somente os genes que codificam as proteinas estruturais do virus (helper) e
outro contendo os genes das proteinas ndo estruturais, onde o gene das proteinas estruturais
foi substituido pelo cDNA da RVGP obtido a partir do plasmideo RVGP/PV. As particulas
virais foram obtidas através da transfeccdo por eletroporagdo dos plasmideos em células
BHK-21.

A rRVGP sintetizada por células BHK-21 infectadas pelo SFV-RVGP foi produzida
no Laboratério de Imunologia Viral do Instituto Butantan e cedida para estudos comparativos
de imunogenicidade. Células BHK-21 foram infectadas com SFV-RVGP e ap6s 48 horas de
cultivo a cultura foi interrompida e as células, contendo a glicoproteina ancorada a membrana,

foram armazenadas.

4.2.1 Quantificacdo das particulas virais SFV-RVGP

As particulas virais SFV-RVGP foram quantificadas por qRT-PCR através de um par

de primers que amplificam uma regido de 145 pares de base da regido da proteina ndo
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estrutural 1 (NS-1). Esse protocolo foi estabelecido no laboratdrio de Imunologia Viral por
Puglia et al. (2013).

4.3 Andlise da resposta imune de animais imunizados com rRVGP e SFV-RVGP
4.3.1 Animais utilizados

Camundongos fémeas BALB/C com idade de 5 semanas e peso médio de 50 g foram
obtidos do Biotério do Instituto Butantan. Os animais foram mantidos em condicdes
padronizadas descritas no Manual prético sobre usos e cuidados éticos de animais de
laboratério (SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO, 2010). Os
protocolos de experimentagio foram aprovados pela Comissido de Etica de Utilizagdo de
Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) de maneira prévia & conducdo dos experimentos

(protocolo 791/11, anexo).

4.3.2 Protocolo de imunizagdo

Os animais foram imunizados via intraperitoneal com doses contendo:

- vacina comercial veterinaria (Biovet S/A, Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo,
Brasil);

- virus rébico inativado (cedido pelo Laboratério de Soros Hiperimunes do Instituto
Butantan);

- rRVGP produzida por células S2 (ancorada na membrana de células integras,
ancorada aos fragmentos de membrana, fragmentos de membranas aquecidos a 100 °C ou
solubilizada com 0,2% de Nonidet P-40);

- rRVGP solubilizada produzida por células BHK-21 infectadas por SFV-RVGP;

- SFV-RVGP.

Como controles negativos foram utilizados para imunizagéo: solugdo salina, SFV-
RVGP inativado com luz ultravioleta (uv.), SFV-GFP, células S2 selvagem.

Nos grupos contendo vacina, virus da raiva, rRVGP proveniente de células S2 e BHK-
21 foram injetados 1 pg de rRVGP/dose.

Nos grupos SFV-RVGP foram utilizadas trés quantidades de virus: 8,3x10° particulas
por dose (que foram capazes de infectar 2x10° células BHK-21 e produzir 1 pg de RVGP em

24 horas), 2,7x10° particulas e 25x10° particulas virais.
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A sangria dos camundongos foi realizada via retro-orbital e os protocolos de vacinagao

obedeceram ao esquema mostrado na Figura 8.

Figura 8. Esquema de imunizagéo dos animais utilizados.

12 dose 22 dose 32 dose
0d 7d 14d 21d
sangria sangria sangria sangria

Camundongos BALB-C foram imunizados de acordo com o esquema e o sangue periférico
foi coletado via retro-orbital conforme indicado.

4.3.3 Dosagem de anticorpos 1gG anti-glicoproteina do virus da raiva

A detecgdo e titulacdo dos anticorpos 1gG anti-glicoproteina do virus da raiva foram
realizados com o Kit de ELISA Platelia Rabies Il (Bio-Rad, Hercules, California, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Esse método possui glicoproteina viral (glicoproteina
extraida de virus da raiva inativado) aderida a placa, que é reconhecida por anticorpos
presentes nos soros imunes. A imunodeteccdo se da através da Proteina A de S. aureus
conjugada com peroxidase. Os controles positivos, calibrados contra padres da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), permitem uma determinagdo qualitativa ou quantitativa do titulo
de anticorpos anti-virus da raiva em soros ou plasma de animais. Os resultados foram
expressos em EU/mL (unidades equivalentes) que correlacionam com unidades internacionais
(Ul/mL).

4.3.4 Rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT)

A detecgdo e titulacdo dos anticorpos 1gG neutralizantes para o virus da raiva foram
determinados pelo Teste de Répida Inibicdo de Focus Fluorescente (Rapid Fluorescent Focus
Inhibition Test — RFFIT) (SMITH; YAGER; BAER, 1996), modificado por De Moura et al.
(2008). Como controle positivo foi utilizado soro humano de referéncia internacional
fornecido pelo National Institute for Biological Standards and Control - NIBSC, contendo 30
Ul/mL. Amostras do soro dos animais foram diluidas em série utilizando placas de 96 pocos,
em seguida foram expostas ao virus da raiva. Os virus que ndo foram neutralizados infectaram
as células BHK-21 que foram adicionadas apds a soroneutralizagdo. Apds 22 horas as células
foram marcadas com imunoglobulina anti-nucleocapsideo rabico, conjugada com

isotiocianato de fluoresceina e foram observados 10 campos em cada orificio da microplaca
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em microscopio de fluorescéncia invertido. Foi considerado positivo 0 campo que apresentou
um ou mais focos fluorescentes, e assim, se determinou a diluigdo eficaz do soro que protegeu
50% das células inoculadas contra a infecgdo pelo virus rabico (DE50) e os titulos de
anticorpos neutralizantes foram expressos em Ul/mL. Os célculos foram efetuados pelo
método de Spearman Karber (AUBERT, 1996).

4.3.5 Dosagem de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-glicoproteina do virus da raiva

As amostras de soro dos animais foram analisadas por técnica de ELISA, para a
dosagem dos anticorpos 1gG1 e 1gG2a especificos.

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 34 ng de rRVGP/pogo, as amostras
foram aplicadas na placa (diluidas seriadamente 1:200 - 6400 em TBS + BSA) e incubadas a
37°C durante 1 hora.

A placa foi incubada com anticorpo anti-lgG1 ou anti-lgG2a (1:1000) por 1 hora a
37°C, foi adicionado o substrato cromégeno OPD diluido em tampéo citrato pH 5,6 (IgG1:
0,02% H,0, e 0,2% OPD; IgG2a: 0,04% H,0, e 0,4% OPD) por 30 minutos, em temperatura
ambiente e na auséncia de luz. A reacdo foi interrompida com 25 pL de H,;SO4 4 N. Os
valores da absorbancia foram determinados em leitor de ELISA a 490 nm para 1gG1 e IgG2a.
Os resultados foram expressos pela razéo da absorbancia de anticorpos 1gG1 / absorbancia de
anticorpos 1gG2a pelo fato de ndo termos uma amostra padrdo para dosagem quantitativa.
Assim, resultados superiores a um (>1) demonstram maior tendéncia a reposta imune humoral

e menor que 1 (<1), maior tendéncia a resposta imune celular.

4.3.6 Extracdo e cultura dos esplendcitos murinos

Os bagos dos camundongos imunizados foram retirados em condigBes assépticas,
macerados e lavados com solugdo Ack Lising Buffer (BioSource International, Camarillo,
California, EUA) para lise de hemécias. Em seguida foram ressuspendidas em meio de cultura
RPMI (Life Technologies) com 10% de soro fetal bovino, contadas em cAmara de Neubauer e

cultivadas de acordo com o protocolo de cada experimento.

4.3.7 ELISA para citocinas (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12)

Para avaliacdo da producdo de citocinas in vitro, os animais foram submetidos a

eutandsia apds 21 dias da primeira dose de imunizacdo e seus bacos foram coletados para
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obtencédo de esplendcitos. Apds maceragdo do pool dos bagos (por grupo), lise de hemécias e
contagem (ja descritas no item 4.3.6), 2x10° células foram distribuidas em cada pogo de uma
placa de 12 pogos. As células foram cultivadas por 72 horas. O sobrenadante da cultura foi
retirado e armazenado a -20 °C. A dosagem de citocinas (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-12) foi
realizada segundo protocolo descrito pelo fabricante (BD Biosciences, San Jose, California,
EUA).

4.3.8 Analises estatisticas

Para os dados de producdo de anticorpos neutralizantes e anti-virus da raiva foi
utilizado o teste T de Student entre duas amostras diferentes com intervalo de confianca de
95% (P<0,05).
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5 RESULTADOS
5.1 Preparacdo da rRVGP expressa em células S2
5.1.1 Estabelecimento da linhagem celular SZMtRVGP-H

A linhagem S2MtRVGP-H foi estabelecida por Lemos et al. (2009) e foi gentilmente
cedida para nossos estudos. Essa linhagem celular foi amplamente estudada durante o trabalho
de mestrado (VENTINI, 2010; VENTINI et al., 2010) e realizamos neste trabalho de
doutorado ensaios em biorreator para produgdo da rRVGP para ensaios in vivo e de

purificagéo.

5.1.2 Estabelecimento da linhagem celular S2MTRVGP-H-His

Apoés a transfecgdo das células S2 com plasmideo contendo o gene da RVGP +
sequencia de histidina + cassete de resisténcia a higromicina, as células S2MtRVGP-H-His
foram cultivadas em agitacdo orbital, induzidas com CuSO, apds 48 horas de cultura e a

expressdo da rRVGP recombinante foi analisada por ELISA e citometria de fluxo (Figura 9).
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Figura 9. Concentracdo celular do cultivo das células S2ZMtRVGP-H-His e
analise da expresséo de rRVGP.

Concentragao celular A Dosagemde rRVGP - ELISA B
S2MtRVGP-H-His

0,80 1

x 106 cel/mL

1 v . . . , 0,00
0 24 48 72 96 120 72 96 120

Horas Horas
% células fluorescentes mediana C
S2 18 460
S2MtRVGP-H-His 42,1 952
n
%J ﬁ}‘ '-.'-""It.
1 b o If"\'
2 ) S y
Sk I K & s2 Eo I b S2MIRVGP-H-His
28 \ i 3 ] it "
O— 3 J- i. 08 L
8 b «
o 3
T | R TTHIT R L T T , T ¢ L o 1 T
107 10 10° 10 1

HTCA

Células S2MtRVGP-H-His cultivadas em agitacdo orbital, 200 rpm, volume 20 mL, 28 °C,
meio de cultura SF-900II, indugdo 700uM CuSO4 em 48 h de cultivo (n=5). A) Média do
crescimento celular. B) Dosagem de rRVGP por ELISA. C) Histogramas das analises de
citometria de fluxo em 120 horas de cultivo utilizando anticorpo primario monoclonal anti-
glicoproteina do virus da raiva.
O crescimento celular demonstrado pela nova linhagem transfectada (S2MtRVGP-H-
His) foi semelhante ao crescimento de outras linhagens celulares provenientes de células S2
transfectadas e ja estudadas no laboratério (1-2x10" cel/mL), conforme demonstrado por
(VENTINI et al., 2010). A figura 9B e 9C mostram a analise da produgdo da rRVGP por
ELISA e por citometria de fluxo, respectivamente. Tanto a quantificacdo da rRVGP por
ELISA (0,6 pg/10” células) quanto a fluorescéncia detectada pelo ensaio de citometria de
fluxo (42%) demonstram que as células foram eficientemente transfectadas e expressam a

rRVGP.

5.1.3 Cultivo de células S2MtRVGP-H e S2MtRVGP-H-His em biorreator de tanque
agitado
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As linhagens celulares foram cultivadas em biorreator de tanque agitado, Bioflo 110,
para obtencdo de quantidades de rRVGP suficientes para estudos de resposta imunoldgica
pela vacinagdo de camundongos e para a purificagdo da proteina.

Células S2MtRVGP-H foram cultivadas em biorreator de tanque agitado para produzir
rRVGP para os estudos de imunogenicidade. Esse ensaio apresentou Xmax 2x10” cel/mL,
producéo especifica de rRVGP méxima 1,6 ug/10” células e 2,5 mg de rRVGP total (Figura
10).

Figura 10. Cultivo de células S2MtRVGP-H em biorreator para producéo

de rRVGP.
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Ensaio em biorreator para obtencdo de rRVGP para ensaios de caracterizacdo de
imunogenicidade. Ensaios com células S2MtRVGP-H com expressao indutivel, biorreator
Bioflo 110, volume de trabalho 1L, temperatura 28 °C, 90 rpm, OD 10% (ar, nitrogénio e
oxigénio - vazdo 0,1 L/min), pH monitorado, inéculo inicial 5x10° cel/mL, inducdo 2-
5x10° cel/mL com 700 pL CuSO, (seta).

Células S2MtRVGP-H-His cultivadas em biorreator foram utilizadas para produzir
rRVGP com cauda de histidina para ensaios de purificagdo por IMAC. Esse ensaio apresentou
Xmax 1,8x10" cel/mL, producio de rRVGP especifica maxima de rRVGP 0,6 ug /10" células
e 1mg de rRVGP total (Figura 11).



Figura 11. Cultivo de células S2MtRVGP-H-His em biorreator para

producéo de rRVGP.
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Ensaio em biorreator para obtencdo de rRVGP para ensaios de purificagdo. Ensaios com
células S2MtRVGP-H-His com expressdo indutivel, biorreator Bioflo 110, volume de
trabalho 1 L, temperatura 28 °C, 90 rpm, OD 10% (ar, nitrogénio e oxigénio - vazdo 0,1
L/min), pH monitorado, indculo inicial 5x10° cel/mL, inducdo 2-5x10° cel/mL com 700
MM CuSQ, (seta).

5.1.4 Andlise da rRVGP armazenada
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Dando continuidade a um processo de armazenamento de proteina ja iniciado durante

o mestrado (VENTINI, 2010), onde foram testados alguns agentes crioprotetores e

estabelecido um protocolo para armazenamento da rRVGP produzida, testamos 0 mesmo

meétodo definido no projeto de mestrado por um periodo mais longo de armazenamento (9 e

11 meses). O protocolo definido anteriormente foi de armazenar as celulas integras, a -20 °C

em tamp&o de congelamento contendo 20% glicerol e inibidor de protease. Para testar a

reprodutibilidade dos resultados, amostras de células S2MtRVGP-H armazenadas por 9 e 11

meses foram analisadas por ELISA (Figura 12).
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Figura 12. Quantificacdo da rRVGP armazenada.
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Amostras contendo 10° células S2MtRVGP-H foram armazenadas por 9 e 11 meses em
tampdo de congelamento a -20 °C e quantificadas por ELISA. Para o ELISA, as células
foram lisadas mecanicamente com um homogeneizador de tecidos e a rRVGP foi
solubilizada dos fragmentos de membrana com 0,2% de NP-40.

O resultado obtido foi semelhante ao que encontramos nos testes realizados em até 6
meses de armazenamento durante o projeto de mestrado com amostras de rRVGP produzida
em outras bateladas (diminuicdo de 40% da proteina quantificada, dados ndo mostrados). Os
resultados obtidos no projeto de mestrado demonstraram que em um primeiro momento
ocorre uma perda da rRVGP tanto nas amostras armazenadas em tampdo de congelamento
quanto em pellet seco, depois a glicoproteina se manteve mais estavel quando armazenada em
tamp&o de congelamento (VENTINI, 2010). Quando as amostras foram armazenadas em
pellet seco por até 6 meses apresentaram queda superior a 50% na quantificacdo da rRVGP
(VENTINI, 2010). Esse resultado demonstra que o tamp&o de congelamento, associado ao
armazenamento a -20 °C, é a forma mais adequada para evitar diminuicdo de mais de 50% da

glicoproteina durante a armazenagem durante o periodo de analise.

5.1.5 Purificacdo da rRVGP
5.1.5.1 Purificagdo da rRVGP produzida por células S2MtRVGP-H-His

A rRVGP expressa em células S2MtRVGP-H-His foi extraida por métodos de
preparacdo membranaria (lise mecénica, ultracentrifugacdo) e solubilizada com os detergentes
DDM, CHAPS ou OG.
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Aliquotas iguais da fragdo membranaria (20,8 mg de proteina total) foram tratadas
com solucéo tampdo contendo diferentes detergentes (DDM 0,1%, CHAPS 1% ou OG 1% )
para a solubilizacdo da rRVGP-histidina, a uma concentracdo de proteina total de 1 mg/mL.
Apos a solubilizagéo, as preparacdes foram filtradas (0,45 pum) e aplicadas a coluna de niquel
crude HisTrap, para a realizacdo da segunda etapa de purificacdo pela metodologia de
cromatografia de afinidade do tipo IMAC, utilizando equipamento FPLC.

Os cromatogramas obtidos (Figura 13) apresentaram perfis de eluicdo semelhantes
para a RVGP solubilizada em cada um dos trés detergentes, apresentando um pico de
proteinas entre as fracbes 3 e 7 do gradiente de eluigdo (cerca de 75 mM de imidazol até cerca
de 200 mM).



Figura 13. Cromatogramas da purificagdo da rRVGP-histidina produzida
por células S2 em FPLC.
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Purificacdo da rRVGP-histidina produzida por células S2MtRVGP-H-His em coluna crude
HisTrap, equipamento FPLC. Ap6s o carregamento da amostra, a coluna foi lavada e
posteriormente as proteinas foram eluidas em gradiente de imidazol (0 — 500 mM), a um
fluxo de 1 mL/min, sendo coletadas 20 fracdes de 1 mL. DDM, CHAPS e OG: detergentes
utilizados em cada partida.

55
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As fragOes obtidas foram analisadas por dot blotting com anticorpo monoclonal anti-
histidina, ou anticorpo monoclonal ou policlonal anti-glicoproteina do virus da raiva. As
analises com anticorpo anti-glicoproteina monoclonal ndo apresentaram resultados pelo fato
da rRVGP purificada provavelmente ter perdido sua conformacdo trimérica, a qual o
anticorpo monoclonal é especifico. As analises de dot blotting com anticorpo monoclonal
anti-histidina e policlonal anti-glicoproteina (Figura 14) demonstraram que a solubilizacdo
com o detergente OG 1% a 1 mg/mL de proteina foi a condi¢cdo mais promissora, pois ha uma
maior intensidade nos pontos das fraces para ambos anticorpos. As analises com anticorpos
anti-histidina mostraram maior intensidade de sinal correspondem as fragdes mais tardias da

eluicdo, mostrando maior adsor¢do a coluna.

Figura 14. Deteccdo da rRVGP-histidina produzida por células S2 nas
fracGes coletadas apds purificacdo por dot blotting.
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Para todas amostras foram utilizados anticorpo monoclonal anti-histidina e anticorpo
policlonal anti-glicoproteina do virus da raiva. As membranas foram reveladas utilizando a
técnica de ECL. Amostras de virus inativado, em diferentes volumes conforme figura,
foram utilizadas como controle positivo. rG: rRVGP solubilizada; FT: flowtrought; F1 —
20: fragbes 1 a 20 da purificacdo; W: wash, DDM, CHAPS e OG: detergentes utilizados em
cada purificacéo.

A partir desses resultados optamos por aplicar uma maior quantidade de amostra a
coluna crude HisTrap, utilizando apenas o detergente OG 1% para a solubilizac&o. Para isso
solubilizamos uma quantidade de 140 mg de preparagdo de membrana e aplicamos na mesma
coluna utilizada anteriormente. A estratégia de eluicdo também foi alterada, para separar mais

evidentemente as fragdes contendo o pico inicial de proteinas das demais proteinas presentes
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que se desligam da matriz a uma concentracdo maior de imidazol. Para isso foi definida uma
etapa de eluigdo de 150 mM de imidazol (fragbes 1 a 5) e uma segunda etapa de eluigdo de
450 mM de imidazol (fragbes 6 a 10), nas fragdes 11 e 12 a concentra¢do de imidazol foi

equivalente a 500 mM. A estratégia gerou 12 amostras (Figura 15).

Figura 15. Cromatograma da purificacdo da rRVGP-histidina produzida por
células S2 por FPLC, em gradiente de imidazol.
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Cromatograma da purificacdo da rRVGP-histidina produzida por células S2MtRVGP-H-
His em coluna crude HisTrap, FPLC. Apos o carregamento da amostra, a coluna foi lavada
e posteriormente as proteinas foram eluidas em duas etapas: imidazol a 150 mM e a 450
mM, a um fluxo de 1 mL/min, na duas ultimas fragcGes a concentracdo de imidazol foi 500
mM. sendo coletadas 12 fragdes de 1mL. Utilizado detergente OG 1%.

Pela visualizacdo do cromatograma acima, constata-se um pico de proteinas eluidas
nas fracbes 2 a 5, constituido principalmente de proteinas contaminantes (outras proteinas).
No momento da coleta das fracdes 7 e 8 ha o aparecimento de um outro pequeno pico de
proteinas, provavelmente associado a rRVGP. Na analise de western-blotting detectamos a
presenca de uma banda forte nessas fragdes (Figura 17).

Apos a eluicdo, as amostras correspondentes as frages foram analisadas por SDS-
PAGE, com coloragéo por page blue ou por prata (Figura 16). Como pode ser observado, ha
uma grande quantidade de proteinas sendo eluidas nas fragdes iniciais com 150 mM de
imidazol, provavelmente outras proteinas celulares. Posteriormente, a quantidade de proteinas

eluidas diminui, sendo que foi possivel identificar na fragdo 7A, pelo gel corado com prata,
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uma nova e pequena elevacdo na quantidade de proteinas eluidas. A marcacdo nas figuras

representa o tamanho esperado dos mondmeros da RVGP (~65 kDa).

Figura 16. SDS-PAGE das fracfes coletadas apos purificacdo da rRVGP-
histidina por FPLC, em gradiente de imidazol.
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A — gel corado por prata. B — gel corado por page-blue. MK: Marcador; F1 — 12: fragdes 1
a12; FT: flowtrough; W: wash.

A figura 17 mostra a deteccdo da rRVGP pela técnica de western-blotting utilizando
anticorpo policlonal anti-glicoproteina do virus da raiva e revelagdo por técnica de
quimiolumiescéncia (ECL). Foram detectadas diferentes tamanhos da rRVGP nas fragdes de 2
a 12 entre 30 kDa e 170 kDa. Nas fracBes 3 a 5 a rRVGP é visivel em dois tamanhos (duas
bandas) de aproximadamente 70 kDa, sendo a banda superior mais intensa. Nas fraces 6 a 9
ha um arrasto, onde na fracdo 7 esse arrasto apresenta maior intensidade. A presenca do
arrasto (F6 - 9) e duas bandas em torno de 70 kDa (F3 - 5) pode ser devido a produtos de
degradacdo da rRVGP e/ou interacBes entre duas ou mais moléculas, fazendo com que
proteina fosse detectada em alturas diferentes durante o deslocamento da eletroforese.

Aparentemente a quantidade de proteina nessa populacdo decresce em direcdo a fracdo 12, em
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que a rRVGP aparece como uma banda Unica e bem definida ao redor de 70 kDa (F10 e 12),

onde a concentragdo de imidazol corresponde a 500mM.

Figura 17. Deteccdo da rRVGP-histidina produzida por células S2 nas
fracGes coletadas ap6s purificacdo histidina por FPLC, em gradiente de
imidazol, por Western-blotting.
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Detecgdo da rRVGP produzida por células S2MtRVGP-H-His com anticorpo policlonal
anti-glicoproteina do virus da raiva. A membrana foi revelada utilizando da técnica de ECL.
Fracdes indicadas acima das bandas. MK: Marcador; F1 - 12: fracfes 1 a 12.

5.1.5.2 Purificagdo da rRVGP produzida por células BHK-21 infectadas por SFV-RVGP

A rRVGP expressa em células BHK-21, ap6s infeccdo destas com SFV-RVGP, foi
extraida por métodos de preparagdo membranaria (lise mecanica, ultracentrifugacdo) e
solubilizada com detergente DDM 0,1%.

Apos a solubilizagdo a amostra foi aplicada a coluna de resina de niquel para a
realizacédo da etapa de purificagéo por IMAC.

Amostras das fragdes de eluicdo de IMAC foram submetidas a SDS-PAGE. As
proteinas separadas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose para a realizagao
de western-blotting (Figura 18), com detec¢do por anticorpo policlonal anti-glicoproteina do
virus da raiva e revelagdo por técnica de ECL. A rRVGP foi identificada nas fracbes
correspondentes a 200 e 300 mM de imidazol (bandas de aproximadamente 70 kDa). A
rRVGP detectada no flowtrough demonstra que uma porcentagem da proteina nao ficou retida

na coluna durante a aplicacéo.
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Figura 18. Deteccdo da rRVGP-histidina produzida por células BHK-21
infectadas por SFV-RVGP nas fraches coletadas da cromatografia de
afinidade, por western-blotting.
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As fracdes foram eluidas em 5 etapas com concentracOes diferentes de imidazol (indicadas
acima das bandas). A deteccdo da rRVGP foi feita com anticorpo policlonal e a membrana
foi revelada utilizando a técnica de ECL. Mk: marcador; FT: flowtrought; W: wash; 100 -
500: fragGes referentes a concentracdo de imidazol; BHK rRVGPs: rRVGP solubilizada da
membrana da célula BHK-21 infectadas por SFV-RVGP. A seta indica a banda referente a
rRVGP com aproximadamente 70 kDa.

Todas as fracdes obtidas foram analisadas por dot blotting com anticorpo monoclonal
anti-glicoproteina do virus da raiva. Ao contrério da rRVGP produzida por células S2, a
rRVGP produzida por células BHK-21 infectadas por SFV-RVGP foi detectada por anticorpo
monoclonal, provavelmente por ter a conformacdo conservada (trimero) ap6s a purificagdo
(Figura 19).

Figura 19. Deteccdo por dot blotting da rRVGP-histidina produzida por
células BHK-21 infectadas por SFV-RVGP nas fracGes coletadas da
cromatografia de afinidade.
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Deteccdo da rRVGP com anticorpo monoclonal anti-glicoproteina do virus da raiva. A
membrana foi revelada utilizando da técnica de ECL. BHK rRVGPm: rRVGP presente na
membrana da célula BHK-21 infectadas por SFV-RVGP, lisada; BHK rRVGPs: rRVGP
solubilizadada membrana das células BHK-21 infectadas por SFV-RVGP com detergente
DDM,; vacina: vacina contra raiva; 100 — 500 mM: fragdes referentes a concentragdo de
imidazol; FT: flowtrough; W: wash; VI: virus da raiva inativado.
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5.2 Estudo da imunogenicidade da rRVGP produzida por células S2 e SFV-RVGP

Em um primeiro momento os animais foram imunizados via intraperitoneal para
definicdo da forma de administracdo do antigeno (rRVGP ancorada na membrana de células
integras, ancorada a fragmentos de membrana ou solubilizada) e niamero de particulas virais
que carregam o RNA da rRVGP (para o SFV-RVGP). Foram administradas doses de agente
imunizante contendo ou vacina contra raiva, ou virus da raiva inativado, ou rRVGP produzida
por células S2, ou rRVGP produzida por células BHK-21 infectadas por SFV-RVGP
(solubilizada), ou SFV-RVGP. A resposta imune humoral foi avaliada inicialmente por
ELISA (dosagem de anticorpos anti glicoproteina do virus da raiva) em amostras de soro dos
animais. Posteriormente, apds a definicdo das melhores formas de administracdo dos
antigenos, comparamos a imunogenicidade da rRVGP produzida por células S2 e SFV-RVGP
com controles positivos (virus inativado, vacina) atraves da dosagem de anticorpos do tipo
IgG por ELISAs e RFFIT (técnica de inibigdo de focos fluorescentes) em amostras de soro

dos animais e ELISA de citocinas do sobrenadante da cultura dos esplendcitos murinos.

5.2.1 Sintese de anticorpos IgG anti-glicoproteina do virus da raiva

Realizamos diversos ensaios in vivo avaliando a qualidade e quantidade do antigeno
utilizado nas vacinagdes (rRVGP ou SFV-RVGP).

Em um primeiro protocolo, utilizamos a rRVGP proveniente da expressdo em células
S2, em trés apresentagBes: presente em células S2 integras; em fragmentos de membrana
obtidos através de lise mecéanica das células; e rRVGP solubilizada, ou seja, ndo ancorada nos
fragmentos de membrana, porém com sua conformagdo mantida através da interacdo da
rRVGP com a micela do detergente (NP-40) utilizado nos preparos. Também estudamos
diferentes quantidades de SFV-RVGP (2,7x10° 8,3x10° e 25x10° particulas virais por dose,
quantificadas por qRT-PCR) para definir as melhores condi¢fes de imuniza¢do. Utilizamos
um esquema de imunizagéo de 3 doses em intervalos semanais. Os resultados foram avaliados
pela sintese de anticorpos anti-glicoproteina do virus da raiva dosados por ELISA no soro dos

animais imunizados (Tabela 2).
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Tabela 2. Sintese de anticorpos 1gG anti-glicoproteina do virus da raiva no
soro dos animais imunizados com rRVGP ou SFV-RVGP. Cinética de
producdo de anticorpos e definicdo do tipo de ancoragem da proteina e titulo
viral para vacinacao.

Titulo de anticorpos

ELISA (EU/mL)

GRUPO DOSE (3x) 7d 14d 21d
S2 rRVGP 0,1 +0,05 0,4%0,1 2,020,6
S2 rRVGPm 19 <0,1 0,80,4 2,3+0,4
S2 rRVGPs <0,1 0,50,5 2,5+1,6
S2 - <0,1 <0,1 <0,1
SFV-RVGP  2,7E6 p.v. <0,1 <0,1 <0,1
SFV-RVGP  8,3E6 p.v. 0,2 0,2 1,8+0,5 3,7¢1,0
SFV-RVGP 25E6 p.v. 0,1+0,1 2,5+0,5 4,6+0,2
SFV-RVGP uv. : <0,1 <0,1 <0,1
Vacina 19 1,2 +0,3 3,1+1,1 3,4+1,0

Camundongos BALB-C (n>3) foram imunizados via intraperitoneal conforme indicado,
com trés doses de antigeno nos dias 0, 7 e 14. A obtencdo do soro foi feita através de
sangrias via retro-orbital nos dias 7, 14 e 21 ap6s a primeira imunizagdo. Nas preparagdes
contendo rRVGP foram utilizados 1 pg RVGP/dose e no grupo SFV-RVGP, 2,7x10°,
8,3x10° e 25x10° particulas virais/dose. A dose de SFV-RVGP foi determinada por RT-
PCR. A dosagem dos anticorpos anti-glicoproteina do virus da raiva foi feita por ELISA
com o kit Platélia Rabies Il. rRVGP S2: células S2 contendo a rRVGP; rRVGP S2m.
fragmentos de membrana de células S2 contendo a rRVGP; rRVGP S2s: rRVGP de células
S2 solubilizada com NP-40; S2: células S2 selvagens; SFV-RVGP uv.: suspensdo viral
exposta 30 minutos em luz ultra violeta; p.v.: particulas virais.

Quando a S2 rRVGP foi utilizada para imunizagdo em fragmentos de membrana ou
solubilizada, ap6s a segunda dose de vacina observamos titulos de anticorpos anti-
glicoproteina iguais ou superiores a0 minimo exigido pela OMS para a aprovacdo de uma
vacina contra a raiva que é de 0,5 EU/mL, unidades equivalentes a Ul/mL (WHO, 2014).

Nas imunizagdes com SFV-RVGP utilizando baixas concentragées (2,7x10° particulas
virais/dose) ndo observamos titulos acima de 0,5 EU/mL. Porém, nas concentracdes 8,3x10° e
25x10° particulas virais/dose, titulos de anticorpos acima do recomendado foram observados
jé a partir da segunda dose do agente imunizante.

Conforme esperado, as imunizagfes com vacina (controle positivo) apresentaram

anticorpos acima de 0,5 EU/mL ap6s a primeira dose e os controles negativos (S2 e SFV-
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RVGP inativado com luz ultravioleta) ndo apresentaram niveis de anticorpos anti-
glicoproteina detectaveis.

Com base nestes ensaios, passamos aos estudos de imunizagdo dos animais com
antigenos contendo: proteina (vacina contra raiva, virus inativado, rRVGP solubilizada
produzida em células S2, rRVGP solubilizada produzida em células BHK-21 infectadas com
SFV-RVGP), vetor viral (SFV-RVGP), vacinando os animais com a primeira dose contendo
SFV-RVGP e utilizando rRVGP solubilizada de células S2 nas duas outras doses reforco e
controles negativos (S2 selvagem, SFV-RVGP inativado com ultravioleta, SFV-GFP e salina,
Tabela 3).
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Tabela 3. Sintese de anticorpos 1gG anti-glicoproteina do virus da raiva no
soro dos animais imunizados. Avaliacdo de anticorpos por ELISA, RFFIT e
comparativo da resposta imune entre 0s grupos.

Titulo de anticorpos

ELISA (EUImL) RFFIT (U/mL) 1gG1/1gG2a

GRUPO DOSE (3x) 21d 21d (razdo)

S2 rRVGPs 2,5+1,6 1,7+1,7* 1,740,7

BHK rRVGPs = 3,5+1,0 38+1,3 1,8+1,9

SFV-RVGP  8,3E6 p.v. 3,7+1,0 23,845 6+ 0,7+0,1
Sg;/;g\\:gs; 1Xf§’ff£v' 4,2+0,6 14,8+6,1 N.D.

Vacina 3,4+1,0 9,5+3,4 1,840,3

Virus inativado e 2,718 6,6+6,6 1,4+£1,0
s2 <0,1 <0,1 <0,1
SFV-RVGP w. <01 <01 <0,1
SFV-GFP _ <01 <0,1 <0,1
PBS <0,1 <0,1 <0,1

Camundongos BALB-C (n=5) foram imunizados via intraperitoneal conforme indicado,
com trés doses de antigeno nos dias 0, 7 e 14, com 1 pg RVGP/dose ou 8,3x10° particulas
de SFV-RVGP/dose. A obtencdo do soro foi feita através de sangrias via retro-orbital nos
dias 7, 14 e 21 ap0s a primeira imunizagdo. Anticorpos anti-glicoproteina do virus da raiva
foram dosados por ELISA com o kit Platélia e seus resultados estdo apresentados em
unidades equivalentes por mililitro (EU/mL). Anticorpos neutralizantes foram dosados do
soro dos animais 21 dias ap6s a primeira dose de vacinacdo, pelo método RFFIT e seus
resultados sdo apresentados em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL). Anticorpos
de classe 1gG1 e IgG2a foram dosados do soro dos animais 21 dias ap6s a primeira dose de
vacinacao e seus resultados sdo apresentados pela razdo do titulo de anticorpos 1gG1 / titulo
de anticorpos IgG2a. S2 rRVGPs. rRVGP de células S2 solubilizada com NP-40; BHK-21
rRVGPs. rRVGP de células BHK-21 infectadas com SFV-RVGP e solubilizada com NP-
40; SFV-RVGP + 2x S2 rRVGPs. primeira dose com SFV-RVGP e segunda e terceira dose
reforco com rRVGP solubilizada de células S2; S2: células S2 selvagens; SFV-RVGP uv.:
suspensdo viral exposta 30 minutos em luz ultra violeta; SFV-GFP: SFV contendo o
mRNA da green fluorescent protein; p.v.: particulas virais; N.D.: ndo determinado. *:
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo vacina (p<0,05) analisada pelo
teste t-Student.

Todos os protocolos de imunizagdo levaram os animais a apresentarem niveis de
anticorpos acima de 0,5 Ul/mL ap6s o esquema vacinal. Os controles negativos nédo
apresentaram niveis de anticorpos anti-glicoproteina detectaveis.

Os titulos dos anticorpos de 21 dias ap6s a primeira dose de imunizacdo foram

analisados pelo teste t-Student, em relagdo ao grupo vacina, onde somente os resultados de
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anticorpos neutralizantes (RFFIT) dos grupos S2 rRVGPs e SFV-RVGP foram
estatisticamente diferentes do grupo vacina. Porém todos os resultados de produgdo de
anticorpos (21 dias ap06s primeira dose) foram comparados e discutidos entre si, mesmo nao
apresentando diferenca do grupo vacina.

A producdo predominante da imunoglobulina 1gG1 é associada a uma resposta
imunolégica do tipo humoral e de 1gG2a & uma resposta imune celular. Assim, os valores
obtidos de 1gG1 / IgG2a > 1, demonstram maior tendéncia a resposta imune humoral e
resultados <1, maior tendéncia a resposta celular. Conforme esperado, 0s grupos que ndo
tiveram a apresentacdo de antigeno sintetizando rRVGP in vivo (rRVGP, vacina contra raiva e
virus rébico inativado) apresentaram maior producédo de anticorpos da sub-classe 1gG1.

A imunizacio com SFV-RVGP (8.3 x 10° particulas/dose) resultou, apés trés doses, na
formacdo de anticorpos anti-glicoproteina e anti-virus da raiva em altos niveis e em
quantidades similares ELISA) ou superior (RFFIT) as dosadas nos animais imunizados com
vacina contra a raiva. Animais imunizados com SFV-RVGP, ou seja, com RNA que codifica
in vivo a sintese de RVGP, apresentaram maior producéo de anticorpos 1gG2a.

Os grupos imunizados com SFV-RVGP inativado com luz ultravioleta e SFV-GFP
(controles negativos), conforme esperado, ndo apresentaram niveis de anticorpos contra a
glicoproteina do virus da raiva detectiveis por ELISA, indicando que a resposta imune contra
raiva era mediada pelo RNAm contido no SFV-RVGP e ndo de possiveis rRVGPs presentes
na membrana do virus (no caso do SFV-RVGP).

Quando associamos a imunizacdo com SFV-RVGP (virus), seqguida de reforcos com
rRVGP (proteina), tabela 3, observamos producgdo de anticorpos semelhante a obtida com a
aplicacéo de trés dose de SFV-RVGP.

Os animais imunizados com preparagdes contendo SFV-RVGP apresentaram
consistentemente uma predominancia de anticorpos da sub-classe 1gG2a. Em animais
imunizados com proteina recombinante ou virus inativado, a producdo de anticorpos da sub-
classe 1gG1 foi predominante.

Testamos ainda o antigeno rRVGP sob diferentes formas oligoméricas. Quando ele foi
injetado nos camundongos ancorado a membrana celular, ou em fragmentos de membrana, foi
apresentado na sua conformacéo trimérica nativa, que é a presente no virus da raiva. Quando
tratamos as amostras de rRVGP a temperatura de 100°C, as ligagdes de hidrogénio foram
quebradas e a rRVGP ficou reduzida a mondmeros. Quando essa forma monomerica foi
utilizada para imunizacdo néo foi detectado nenhum anticorpo anti-glicoproteina nos ensaios

(dados ndo mostrados).
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Realizamos ainda uma avaliagdo da imunizacdo realizada com duas doses (primer +

reforco) e observamos a memdria imunoldgica dos diferentes antigenos empregados (tabela

4).

Tabela 4. Sintese de anticorpos IgG anti-glicoproteina e neutralizantes do
virus da raiva no soro dos animais imunizados. Vacinacdo com duas doses
(dias 0 e 14) de rRVGP, SFV-RVGP ou vacina. Dosagem de anticorpos
apds 20 e 50 dias da primeira imunizacao.

Titulo de anticorpos

Platélia (EU/mL) RFFIT (UI/mL)
GRUPO DOSE 20d 50d 50d
Vacina 2x 1y 6,6+3,7 4,0+2,5 >40
SFV-RVGP  2x 8,3E6 part 2,3+3,2 0,6+0,3 3,6+1,2

SFV-RVGP +  1x8,3E6 part

1,1+1 2,0£2,1 14,3+17,7
S2 rRVGPsol + 1x1pg AL 02, 317,

Camundongos BALB/C (n=3) foram imunizados via intraperitoneal conforme indicado,
com duas doses de antigeno nos dias 0 e 14. As imunizagdes com vacina e rRVGPsol
continham 1 pg RVGP/dose e as imunizages com SFV-RVGP continham 8,3x10°
particulas de SFV-RVGP/dose. A obtencgdo do soro foi feita através de sangrias via retro-
orbital nos dias 20 e 50 apds a primeira imunizagdo. Anticorpos anti-glicoproteina do virus
da raiva foram dosados 20 e 50 dias do soro dos animais apds a primeira dose de vacinacdo
e seus resultados estdo apresentados em unidades equivalentes por mililitro (EU/mL),
anticorpos neutralizantes foram dosados do soro dos animais somente 50 dias apds a
primeira dose de vacinacédo e seus resultados sdo apresentados em unidades internacionais
por mililitro (UI/mL). SFV-RVGP + 2x S2 rRVGP,,: primeira dose com SFV-RVGP e
segunda dose com rRVGP solubilizada de células S2.

Os resultados do ELISA mostram que ap6s 20 dias da primeira dose a media do titulo

dos animais foi acima do recomendado pela OMS em todos os grupos. J& apds 50 dias os

resultados de ELISA mostram que alguns animais do grupo vacinado somente com SFV-

RVGP tiveram anticorpos acima de 0,5 Ul/mL. Pelas analises de RFFIT todos os animais

apresentaram anticorpos acima de 0,5 Ul/mL.

Com relagdo a avaliacdo da resposta imunoldgica, a cinética de anticorpos dosados por

ELISA mostra que os animais imunizados com SFV-RVGP ndo mostraram elevagédo ou

estabilidade nos niveis de anticorpos 1gG produzidos com intervalos de reforco superior a 7

dias. J& o grupo vacina e o grupo SFV-RVGP + reforco com rRVGP, mesmo com reforgo

superior a 7 dias, houve estabilidade no nivel de anticorpos ap6s 50 dias da primeira dose em

alguns animais.
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Analisamos ainda o padrdo de produgdo de anticorpos do sub-classe 1gG1 e 1gG2a
através da observacdo da cinética da sintese desses anticorpos em grupos de animais

imunizados com vacina contra a raiva e SFV-RVGP (figura 20).

Figura 20. Sintese de anticorpos 1gG1 e 1gG2a anti-glicoproteina do virus
da raiva. Cinética da razdo 1gGl / 1gG2a em animais imunizados com
vacina contra raiva ou SFV-RVGP.
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Camundongos BALB-C (n=5) foram imunizados via intraperitoneal conforme indicado,
com trés doses de antigeno nos dias 0, 7 e 14, com 1 pg RVGP/dose ou 8,3x10° particulas
de SFV-RVGP/dose. A obtencdo do soro foi feita através de sangrias via retro-orbital nos
dias 7, 14 e 21 ap0s a primeira imunizagdo. Anticorpos anti-glicoproteina do virus da raiva
de classe 1gG1 e IgG2a foram dosados do soro dos animais 21 dias e seus resultados sdo
apresentados pela razdo do titulo de anticorpos IgG1 / titulo de anticorpos IgG2a.

As andlises demonstram que nos animais vacinados com proteina associada a
adjuvante (vacina comercial) a tendéncia da resposta imunoldgica € do tipo humoral
(predominancia de anticorpos do sub-classe 1gG1l) como ja foi observado e, o nivel de
anticorpos é similar mesmo ap0s as doses de reforco.

Nos animais vacinados com SFV-RVGP, como ja foi descrito, o tipo de resposta

imune predominante é o celular (maior quantidade de anticorpos do sub-classe 19G2a),
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havendo uma tendéncia de equilibrio com o decorrer das doses de reforco, porém a

predomindncia ainda € de anticorpos do tipo 1gG2a.

5.2.2 Sintese de citocinas em animais imunizados com RVGP

Para aprofundar o estudo do tipo de resposta imune predominante durante a
imunizagdo com rRVGP analisamos o padrdo da expressdo de citocinas ex vivo por
esplendcitos murinos de animais imunizados com rRVGP e/ou SFV-RVGP (Figura 21).

Os resultados mostram que os linfcitos dos animais imunizados com vacina contra
raiva e SFV-RVGP apresentaram boa producgéo de IFN-y (600 e 400 pg/mL respectivamente,
figura 21). Esses niveis de IFN-y presentes nos cultivos de esplendcitos dos grupos SFV-
RVGP e vacina contra raiva indicam que essas imunizacdes foram capazes de estimular

fortemente o sistema imunoldgico, com potencial resposta Thl e ativacdo macrofagica.



Figura 21. Sintese de citocinas em cultura de esplendcitos dos animais
previamente imunizados.
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Sintese de IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-12 por esplendcitos de camundongos imunizados.
Esplendcitos de camundongos BALB/c imunizados com trés doses, conforme indicado, nos
dias 0, 7 e 14 (n=3) e retirados dos animais eutanasiados 21 dias apds primeira dose, foram
colocados em cultura e cultivados somente com meio de cultura. Os sobrenadantes das
culturas foram retirados apds 72h e analisados para a avaliagdo da concentragdo de IFN-y,
IL-2, IL-4, 1I-10 e IL-12 por ELISA.
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Em nossas analises, exceto nos grupos que foram vacinados com proteina sem adi¢éo
de adjuvante (rRVGP e virus inativado), o nivel de IL-2 foi superior a 250 pg/mL.

A producéo de IL-4 foi entre 20 e 120 pg/mL, exceto nos grupos que receberam
somente proteina recombinante.

A sintese de IL-10 foi superior a 600 pg/mL somente nos grupos SFV-RVGP, SFV-
RVGP + rRVGP e grupo vacina e a IL-12 foi expressa acima de 1000 pg/mL somente no
grupo que recebeu apenas doses de SFV-RVGP.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho faz parte e traz contribuigdes para as linhas de pesquisa desenvolvidas no
Laboratdrio de Imunologia Viral do Instituto Butantan, em conjunto com outros laboratérios
de outras instituicdes de ensino e pesquisa.

Um dos objetivos dessas linhas de pesquisa, que se relaciona a este trabalho, tem sido
0 estudo e desenvolvimento de células S2 de Drosophila melanogaster geneticamente
modificadas, expressando a glicoproteina recombinante do virus da raiva (rRVGP), para a
obtencéo de antigeno para fins de diagnostico ou vacinal. Outro objetivo em comum, com
contribuicdo importante deste trabalho, sdo os estudos de desenvolvimento de vetores vacinais
envolvendo glicoproteinas virais, através da comparacdo entre imunogenicidade e
caracterizacdo da proteina sintetizada pelos diferentes sistemas (Virus-like particules — VLPs,
SFV-RVGP, S2 rRVGP, vacina de DNA).

Esta tese também esta diretamente associada a dissertacdo que desenvolvi durante o
mestrado, em que foram realizados diversos estudos para a definicdo de um protocolo de
cultivo otimizado para o crescimento de células S2 recombinantes e a expressdao da rRVGP
em biorreator (VENTINI, 2010; VENTINI et al., 2010).

A partir do protocolo estabelecido anteriormente, pudemos dar continuidade aos
estudos de caracterizacdo e purificagdo da rRVGP. Neste trabalho, a producéo de rRVGP em
biorreator (figura 10) atingiu aproximadamente 2,5 mg/L de rRVGP, comparavel ao atingido
anteriormente (VENTINI et al., 2010).

A instabilidade de proteinas recombinantes, sobretudo daquelas que apresentam
glicosilagdo, é um problema comum no desenvolvimento, purificacdo e armazenamento de
produtos farmacéuticos recombinantes (BUTLER, 2008). Nesse ambito testamos a
estabilidade da rRVGP produzida por células S2 e armazenada a -20 °C em tampdo de
congelamento contendo glicerol como agente crioprotetor. Por quase um ano conseguimos
armazenar a rRVGP na membrana das células com uma perda de 40%. Duplicatas da mesma
amostra foram armazenadas em pellet seco e j& em seis meses apresentaram diminuicdo de
mais de 50% da quantidade de rRVGP, o que mostra que nossa estratégia evita perda de mais
de 50% da proteina (figura 12).

Para os protocolos de purificagéo, a escolha dos trés detergentes utilizados foi baseada
em um estudo com 15 detergentes, onde OG, CHAPS e DDM mostraram os melhores
resultados para a solubilizagdo da rRVGP em ensaio de dot blotting (BENMAAMAR et al.,
2009). Apesar de utilizarmos o NP-40 para a solubilizacdo da rRVGP para analise em ELISA,
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por ter sido o detergente que apresentou melhor desempenho para solubilizagdo e
quantificacdo para este meétodo (ASTRAY et al., 2008), em ensaio de dot blotting o NP-40
ndo promoveu uma solubilizagdo semelhante aos outros trés detergentes.

Os procedimentos de purificagdo com os detergentes DDM, CHAPS e OG
apresentaram inicialmente em seus cromatogramas, picos de absorbancia (fragdes F2-6, figura
13) correspondentes a proteinas contaminantes. Quando analisadas através do reconhecimento
por anticorpo anti-histidina, maiores quantidades de rRVGP foram encontradas nas fragdes
mais tardias de eluigéo (figura 14), revelando que as caudas de histidina levaram a uma maior
adsor¢do da proteina a coluna de niquel. Porém apenas as fracbes da purificacéo feita com OG
apresentaram resultado positivo quando analisadas através da deteccdo por anticorpo
policlonal anti-glicoproteina do virus da raiva. Além disso, os resultados mostraram que a
quantidade de rRVGP presente nas fragdes da purificagdo com OG 1% era a maior dentre as
analisadas (figura 14), seja por marcagdo anti-histidina ou anti-glicoproteina. Acreditamos
que o tamanho da micela tenha influenciado na acessibilidade da cauda de histidina a coluna
de niquel, uma vez que a histidina esta localizada na por¢do C-terminal da proteina, dominio
intracitoplasmético, de tamanho reduzido e muito proximo & membrana plasmatica e regides
hidrofébicas da proteina, que certamente estdo estabilizadas no interior da micela dos
detergentes. Os detergentes utilizados, DDM, CHAPS e OG possuem 12, 10 e 8 carbonos em
suas cadeias, respectivamente, variando o tamanho da micela (LIPFERT et al., 2007) e,
consequentemente, a acessibilidade da cauda de histidina. Assim como o OG, o detergente
NP-40 também possui uma cadeia alifatica de 8 carbonos. Como comentado anteriormente,
esse detergente vem sendo utilizado h& anos com bons resultados na solubilizagdo da rRVGP
para fins analiticos. A partir dessas duas observagGes podemos afirmar que o tamanho da
micela originado com essa quantidade de carbono é o melhor para a realizagdo dos estudos
com a rRVGP.

A partir desses resultados, uma maior quantidade de rRVGP foi solubilizada utilizando
apenas OG 1%, submetida a IMAC, e eluida em dois estdgios com tampdo contendo 150 e
450 mM de imidazol. Essa condicdo permitiu que visualizassemos no cromatograma um leve
aumento na absorbéncia (280 nm) referente a deteccdo de proteina entre as fragdes 7 e 8
(figura 15). Essas fracOes, quando analisadas por western-blotting (figura 17), apresentaram
um *“arrasto” na marcagdo, ao invés de bandas isoladas, o que pode ser associado a
degradacdo da rRVGP ou a interacdo entre duas ou mais moléculas, formando agregados. Por
outro lado, as fragdes de F10 a F12 mostraram uma Unica banda de aproximadamente 70 kDa

(tamanho esperado para 0 mondmero da rRVGP) na anélise de western-blotting (figura 17).
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Além disso, apresentaram pouca quantidade de proteina contaminante, como demonstrado no
gel corado com prata (figura 16). Esse resultado confirma que a estratégia empregada é
promissora, afinal existe ao menos uma populagdo de rRVGP que foi adsorvida
eficientemente & coluna e pOde ser eluida com boa separagdo dos contaminantes. S&o
necessarios mais alguns testes (variando tampdes, pH e concentragdo de detergentes
principalmente) para definir uma estratégia para melhor adsor¢do da rRVGP a coluna, e
consequentemente melhorar sua recuperagéo.

A purificacdo da rRVGP sintetizada por células BHK-21 previamente infectadas por
SFV-RVGP apresentou resultados diferentes da purificagdo da rRVGP produzida por células
S2. Neste caso a rRVGP foi purificada em sua conformagdo trimérica (figura 19) e eluida
exatamente nas concentrages entre 200-300 mM de imizadol, sendo identificada como
apenas uma banda com aproximadamente 70 kDa de peso molecular (figura 18).

As diferencas nos resultados de purificagdo provavelmente sdo associadas aos
diferentes padrdes de modificagdes pds-traducionais presentes em células de inseto (S2) e
células de mamiferos (BHK-21). Células de mamiferos e insetos possuem diferentes padrfes
de glicosilacdo, podendo uma proteina glicosilada ter sua bioatividade comprometida se for
sintetizada por hospedeiros que ndo realizam modifica¢des pos-traducionais complexas. As
modificagdes po6s-traducionais influenciam no folding da proteina interferindo na sua
estabilidade e também na acessibilidade aos sitios de ligagdo (BUTLER, 2008). Pode ser que
a rRVGP expressa pelas células S2 ndo tenha os sitios de ligacdo aos anticorpos expostos da
mesma forma que a rRVGP sintetizada por células BHK-21. Isso também pode ocorrer com a
exposicao da cauda de histidina. Além de que a estabilidade da S2 rRVGP pode ser inferior a
BHK rRVGP.

Mais estudos devem ser dirigidos a purificagdo da S2 rRVGP, tanto para a tentativa de
obtencdo da forma trimérica da proteina, quanto para obtencdo de uma proteina pura
monomeérica para futuros estudos de padrdes de glicosilagdo da rRVGP produzida por células
de inseto (para a realizagdo desses estudos é necessario que se obtenha os mondmeros da
RVGP purificados).

Os estudos de imunizacéo contra a raiva foram realizados tendo como antigeno vacinal
a rRVGP, produzida em células de inseto (S2) ou mamifero (BHK-21), sintetizadas in vitro
(infeccdo de células BHK-21 com SFV-RVGP), ou sintetizada in vivo pela infeccdo das
células do hospedeiro pelo SFV-RVGP.

A imunizagdo com diferentes antigenos nos permitiu estudar a tendéncia da resposta

imunoldgica contra a raiva, em condicdes diferentes de apresentagdo do antigeno ao sistema
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imunolégico. A rRVGP produzida por células S2, quando utilizada para imunizacdo, se
constitui em um agente vacinal composto por uma Unica proteina recombinante, enquanto a
vacina contra raiva comercializada, embora também de natureza proteica, € constituida por
virus inativado, contendo também outras proteinas virais, associado ao adjuvante hidréxido de
aluminio. Quando utilizamos o SFV-RVGP para imunizagdo, a sintese da rRVGP ¢ feita in
vivo pelas células do hospedeiro que foram infectadas pelo SFV-RVGP. Neste caso o agente
vacinal é um RNA que codifica para a rRVGP. Desta maneira estudamos diferentes formas de
estimulo do sistema imune de camundongos. A vacina¢do com proteina (rRVGP ou virus
inativados) permite uma resposta imune com maior tendéncia a formagdo de anticorpos
neutralizantes, como é o caso da vacina comercial fabricada com virus rabico inativado. A
vacinagdo com vetores virais contendo um RNA (SFV-RVGP) envolve uma ativagcdo mais
voltada a resposta imune do tipo celular, mas também com formacdo de anticorpos
neutralizantes.

O nivel de anticorpos encontrado foi superior ao minimo exigido pela OMS (>0,5
Ul/mL) apdés a segunda dose de imunizagdo com rRVGP ancorada em fragmentos de
membranas de células S2 (S2 rRVGPm) e rRVGP solubilizada a partir da membrana de
células S2 (rRVGPs). Isso mostra uma preservagdo estrutural e bioldgica da proteina
recombinante presente na membrana das células S2. A presenca de anticorpos anti-
glicoproteina do virus da raiva nos animais imunizados com rRVGPs demonstra que
conseguimos manter as caracteristicas imunogénicas da proteina mesmo apos extrai-la da
membrana (tabela 2).

Esse resultado confirma a aplicabilidade da utilizacdo de células de inseto para a
producéo de rRVGP com fins comerciais. Anteriormente, uma pesquisa com vacinagdo oral
contra raiva em guaxinins, com glicoproteina recombinante do virus da raiva expressa por
células Sf9 infectadas por baculovirus recombinante, demonstrou que a glicoproteina expressa
por células de inseto mostrou ser similar a glicoproteina nativa em relacéo a antigenicidade e
imunogenicidade. A glicoproteina do virus da raiva expressa por células Sf9 também
apresentou imunogenicidade quando utilizada para vacinagdo oral em guaxinins (com duas
doses de vacina contendo 100 pg de glicoproteina na primeira dose e 200 pg na segunda,
depois de 7 semanas) (FU et al., 1993).

A ndo deteccdo de anticorpos anti-glicoproteina do virus da raiva nos grupos
imunizados com SFV-RVGP inativado com luz ultravioleta e SFV-GFP (controles negativos)
(tabelas 2 e 3), demonstram que a atividade imunogénica do SFV-RVGP depende realmente

de sua entrada nas células do animal imunizado e da transcricdo do seu material genético
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(RNA que codifica para a RVGP), e ndo de moléculas de rRVGP eventualmente presentes em
seu envelope viral. Isso poderia ocorrer devido ao fato de a rRVGP ser produzida também
durante a etapa de producgdo do virus, sendo entdo possivel que ela estivesse presente no
envelope viral do SFV. Vale aqui enfatizar que existem trabalhos relatando que a interacéo
das proteinas do envelope viral do SFV excluem as proteinas de membrana da célula do
hospedeiro (LOPEZ et al., 1994; SKOGING et al., 1996; SUOMALAINEN; LILJESTROM,;
GAROFF, 1992; ZHAO; GAROFF, 1992).

Houve predominéncia de anticorpos da sub-classe 1gG2a de resposta imunoldgica
corresponde & maior tendéncia da resposta imune do tipo Thi, ou celular (KIM et al., 2014),
como foi observado pela razdo 1gG1/1gG2a (<1) nos animais imunizados com preparagdes
contendo SFV-RVGP (tabela 3). Diferentemente, os grupos imunizados com vacina ou
proteina recombinante produziram mais anticorpos IgGl (lgG1l/1gG2a >1), embora a
producdo de anticorpos 1gG2a ndo tenha sido ausente nesses grupos. De fato, algum estimulo
da resposta celular é esperado, j& que a glicoproteina do virus da raiva possui epitopos que
envolvem a ativacio de linfocitos T citotdxicos durante a infeccdo viral (DESMEZIERES et
al., 1999).

Como os titulos de anticorpos anti-glicoproteina do virus da raiva foram determinados
pela utilizacdo do Platelia Rabies kit Il, um kit de ELISA comercial, e ainda ha controvérsia
sobre a relacdo entre esses titulos e a quantidade de anticorpos neutralizantes, em paralelo
dosamos o0s anticorpos por um dos métodos mais tradicionais de titulacdo de anticorpos
neutralizantes contra o virus da raiva, a soro neutralizacdo - RIFFIT (SERVAT et al., 2008;
WASNIEWSKI et al., 2014), para comprovar se as proteinas produzidas por células S2 e SFV
sdo processadas de maneira semelhante & nativa e induzem a formacdo de anticorpos
neutralizantes. Como j& citado, as proteinas produzidas por células de inseto podem
apresentar diferencas conformacionais e pos traducionais quando comparadas as proteinas
sintetizadas por células de mamiferos, por isso a importancia de realizar ensaios de
neutralizacdo viral com o soro dos animais imunizados com rRVGP de células S2. Os
resultados demonstraram que a titulacdo por ELISA, com titulos entre 2,5 — 4,2 EU/mL, ndo
possuem diferenga significativa quando comparados com o controle positivo (grupo vacina),
sendo os menores titulos associados a vacinacdo com proteina (S2 rRVGP e virus inativado).
Por outro lado, o RFFIT apresentou titulos entre 1,7 — 23,8 Ul/mL (sendo os menores
resultados também associados a vacinacdo com as proteinas recombinantes, dados

estatisticamente diferentes do grupo controle). Esses dados mostram que os titulos de
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anticorpos neutralizantes foram sub-estimados pela titulacdo realizada por ELISA, algo que ja
foi observado anteriormente (WASNIEWSKI et al., 2014).

Como os dados mostraram que ao ser utilizada apenas proteina para vacinacdo 0s
titulos de anticorpos contra o virus da raiva sdo menores, a adicdo de adjuvante as preparacdes
com proteina recombinante, etapa essencial na formulacdo vacinal, certamente devera levar a
um aumento nestes titulos de anticorpos. J& foi obtido esse tipo de resultado em um trabalho
envolvendo vacina contra a raiva, quando camundongos vacinados com glicoproteina
recombinante trimérica e sollvel, produzida por células HEK-293T, com e sem o adjuvante
Matrix-M (adjuvante baseado em saponina que modula tanto resposta humoral quanto
celular), apresentaram titulo de anticorpos neutralizantes de 1,99 e 12,56 UIl/mL,
respectivamente, e sobrevivéncia de 100% em ambos 0s casos. Os animais vacinados com
glicoproteina recombinante monomérica, produzida por células Sf9 infectadas com
baculovirus recombinante, também com 1 pg de glicoproteina/dose, com e sem o adjuvante,
apresentaram titulo de anticorpos neutralizantes de 0,18 e 11,67 Ul/mL, e sobrevivéncia 10%
e 80%, respectivamente. Vacinas inativadas e proteinas geralmente geram uma resposta
imune, celular ou humoral, insuficientes, requerendo uma associa¢do a adjuvantes que sejam
capazes de induzir um resposta imunoldgica protetora (VANDER VEEN; HARRIS;
KAMRUD, 2012).

A producdo de anticorpos e a resposta imune mediada por células sdo
reconhecidamente importantes para a protecdo contra a infeccéo pelo virus da raiva (CHOPY
et al., 2011; HOOPER et al., 1998; SAXENA et al., 2009; WEN et al., 2011). Nesse contexto
analisamos a producdo de algumas citocinas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y) por
esplendcitos ex vivo, para melhor caracterizar a resposta imunoldgica dos animais vacinados
com SFV-RVGP e proteina recombinante.

A andlise das citocinas permite avaliar a tendéncia da resposta imunoldgica estimulada
por um determinado antigeno. Basicamente, através da proliferacdo de clones de células
CD4+ Thl e Th2 e do estudo da liberacéo de citocinas ap6s estimulo com antigeno, é possivel
definir quais mecanismos imunoldgicos foram ativados contra o antigeno em estudo.

Células do tipo Th2 so produtoras de IL-4, uma citocina que induz a diferenciacéo
dos linfocitos B e preferencialmente a producéo de anticorpos 1gG1, resultando em uma
resposta imune humoral predominante. A produgdo de IL-10 também est4 relacionada a
resposta imune humoral, inibindo a ativagdo de Thl (NG; OLDSTONE, 2014).

As citocinas produzidas por linfocitos Thl, como o IFN-y, resultam na producéo de

anticorpos 1gG2a, promovendo uma tendéncia a resposta imune do tipo celular
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(NIMMERJAHN; RAVETCH, 2005). A IL-2 é uma citocina envolvida principalmente na
proliferacdo de linfécitos T e na indugdo de linfécitos T citotoxicos (CTLs), sendo mais
especificamente ligada a resposta imune celular (WALDMANN, 2006). A andlise da
producéo de IL-2 em animais imunizados contra a raiva foi ainda apontada como promissora
para ser utilizada correlativamente aos testes NIH, onde a producéo é associada a poténcia das
vacinas (JOFFRET et al., 1991), assim como uma medida da imunidade e meméria celular
(PERRIN et al., 1988). A utilizacdo de IL-2 para a terapia antirraiva, apos exposicado desse
virus, foi capaz de gerar sobrevivéncia em animais de laboratério (PERRIN et al., 1988),
sendo portanto um fator frequentemente analisado em preparag@es destinadas & imunizacéo
contra a raiva (JOFFRET et al., 1990; KAUR; RAI; BHATNAGAR, 2009). A IL-12 tem
como caracteristica ser uma citocina ligada a diferenciacdo de células Thl (IMANI
FOOLADI et al., 2014).

PreparacBes vacinais com SFV portador de RNA heter6logo possuem,
caracteristicamente, uma ativagdo da via de resposta celular Thl com produgéo de IFN-y e IL-
2 (KLIMP et al., 2001; RAYNER; DRYGA; KAMRUD, 2002; RIEZEBOS-BRILMAN et al.,
2006) e, preparagcdes com proteinas associadas ao adjuvante hidroxido de aluminio
tradicionalmente ativam resposta Th2, com producéo de IL-4 e menor produgdo de IFN-y
(ULANOVA et al., 2001). Com relagdo a producdo de IFN-y pelos esplendcitos dos animais
vacinados com SFV-RVGP, o resultado encontrado (~450 pg/mL) esta de acordo com um
trabalho desenvolvido por Wu et al. (2014). Nesse trabalho o grupo de camundongos que foi
vacinado com um pseudotipo recombinante de baculovirus que carrega o cDNA da
glicoproteina do virus da raiva (usando o promotor CMV para células de mamiferos),
apresentou 500 pg/mL de IFN-y produzidos pelos esplendcitos desses animais. Os autores
discutem que a glicoproteina pode ser processada endogenamente como em uma infeccdo
natural ativando o sistema imune a produzir uma resposta especifica e persistente, assim como
sugere-se para a imunizagdo com o SFV-RVGP.

Quando a producéo de IFN-y in vitro pelos animais vacinados com SFV-GFP foi
analisada, os resultados encontrados foram baixos (em torno de 140 pg/mL, dados nédo
mostrados), o que de certa forma reforca a importancia das caracteristicas e da qualidade do
antigeno vacinal sendo expresso, pois estd, neste caso, ligado ao IFN-y produzido.

Na andlise de citocinas houve uma tendéncia & maior sintese de IL-2 in vitro pelos
esplendcitos do grupo que foi imunizado com SFV-RVGP (figura 21) e ainda os valores
obtidos sdo semelhantes ao de um grupo que estudou a poténcia de diferentes vacinas atraves

da producéo de IL-2 in vitro (JOFFRET et al., 1991). Nesse trabalho, grupos que produziram
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maiores concentragdes de IL-2, foram os que apresentaram maior titulo de anticorpos, assim
como nossos resultados onde os grupos SFV-RVGP e vacina comercial apresentaram o maior
titulo de anticorpos e producdo de IL-2. Comparando também nossos resultados aos de Kaur,
Rai e Bhatnagar (2009), com vacina de DNA contra raiva, os valores de IL-2 nos grupos
imunizados com SFV-RVGP foram cerca de 15 vezes superior, enquanto que nossas
preparacdes com proteina recombinante tiveram valores semelhantes (~50 pg/mL). A
expressdo in vitro de IL-10 (que inibe células Thl) e IL-12 (que diferencia células Thl) foi de
acordo com o descrito na literatura, onde o Unico grupo que expressou IL-12 acima de 1000
pg/mL foi o dos animais imunizados com SFV-RVGP.

Conforme esperado, o grupo de animais que recebeu a vacina comercial para
imunizacdo apresentou maior sintese de IL-10 (maior que 1000 pg/mL), pois a associagdo de
proteina e adjuvante leva a uma maior tendéncia a reposta humoral. O grupo vacinado com
SFV-RVGP e reforco com rRVGP também apresentou niveis de expressdo de IL-10
equivalentes a 1000 pg/mL, aumentando a resposta imune do tipo humoral. Quanto aos niveis
de IL-4, se compararmos o antigeno vacinal “vacina” e “virus da raiva inativado”, a diferenca
entre eles é a presenca de adjuvante (hidroxido de aluminio) e conservante, o que explica a
maior producdo de IL-4 no grupo vacina. Como ja foi discutido nesse capitulo, a presenca
desse adjuvante é tradicionalmente caracterizada pela ativagdo Th2, com producéo de IL-4
(ULANOVA et al., 2001). Os resultados dos grupos que receberam vacina e SFV-RVGP
(~100 pg/mL de IL-4) s&o semelhante aos obtidos por Kaur, Rai e Bhatnagar (2009)
utilizando vacina de DNA contra a raiva.

Os animais vacinados somente com proteina, sem adjuvante associado para modular a
resposta imune (rRVGP e virus inativado), ndo apresentaram uma resposta imunoldgica tdo
robusta quanto os animais imunizados com vacina comercial (assunto ja abordado nesse
capitulo). O grupo vacinado com SFV-RVGP, apesar de ndo utilizar adjuvante, apresentou
também uma resposta imunoldgica robusta. O fato dos vetores virais recrutarem células
dendriticas para o local de imuniza¢do durante uma vacinagdo os torna um agente imuno-
estimulador, sendo menos importante o uso de adjuvantes (AMANN et al., 2013; HAIG,
2006; MCGUIRE; JOHNSTON; SYKES, 2012). Com relacdo ao SFV, durante a transcri¢do
da fita de RNA, sdo formados RNAs dupla fita, que por sua vez ativam sistema imune inato
através do receptor Toll-like 3, ativando a producgdo de IFN (principal citocina envolvida da
resposta imune inata contra infecgBes virais), além de também ativarem e induzirem a
maturacdo de células dendriticas (DCs) (FOURNIER; ZENG; SCHIRRMACHER, 2003;

WANG et al., 2002). Esses virus tambeém infectam outros tipos de células que, devido a
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infeccdo, apresentam morte por apoptose, liberando corpos apoptéticos que, contendo a
proteina de interesse, sdo fagocitados e o antigeno é eficientemente apresentado por MHC
classe I, num processo chamado cross-priming (SCHULZ et al., 2005). Essas caracteristicas
ndo foram nosso objetivo de estudo mas podem ter contribuido para a robusta resposta
imunolégica encontrada em nosso trabalho.

Analisando os esquemas de imunizagdo com SFV-RVGP, vimos que quando o0s
animais foram vacinados somente com uma dose, ndo observamos produgdo de anticorpos
acima do minimo exigido pela OMS (0,5 Ul/mL, dados ndo mostrados). No entanto, quando
essa mesma preparacdo foi utilizada para dose reforgo, com sete dias de intervalo entre as
doses, os niveis de anticorpos aumentaram, principalmente a sub-classe 1gG1 (figura 20).
Embora isso evidencie um balanco entre as respostas imune celular e humoral, fica ainda mais
evidenciado pelos elevados niveis de IFN-y e IL-12 liberados pelos esplendcitos cultivados in
vitro, que a resposta celular é predominante nos animais vacinados com SFV-RVGP (figura
21).

A combinagdo da utilizagdo de SFV-RVGP como dose inicial, seguida de refor¢go com
rRVGP, talvez seja a estratégia de imunizacdo mais adequada e completa, j& que os titulos de
anticorpos foram semelhantes ao dos animais que receberam trés doses de vacina ou SFV-
RVGP (tabela 3). Quando estudamos somente duas doses para imunizagdo, a primeira dose
com SFV-RVGP e reforco com rRVGP, mesmo apds 50 dias da primeira dose o titulo de
anticorpos foi superior 0,5 Ul/mL em alguns animais (tabela 4), demonstrando estabilidade na
resposta imunoldgica. Quando as duas imunizagdes foram feitas somente com SFV-RVGP,
com intervalo de 14 dias entre elas, apds 50 dias houve declinio no titulo de anticorpos.

Uma vantagem de se usar o vetor SFV para vacinagdo é que humanos geralmente ndo
possuem anticorpos anti-SFV, o que poderia diminuir a eficiéncia da imunizacdo
(BERGLUND et al., 1999). Berglund et al. (1999) demonstraram que apds a imunizacéo de
camundongos com SFV recombinante, a resposta imune contra o vetor SFV ndo impediu o
reforco da resposta imune contra a proteina de interesse. Riezebos-Brilman et al. (2006)
concluiram que a inducdo de resposta humoral com imunizagdes utilizando vetores de
alfavirus varia bastante dependendo do antigeno, processamento e apresentacdo do antigeno e
rota de imunizacdo. No entanto, em todos os estudos, uma forte resposta imune celular foi
induzida resultando em protecdo (parcial ou total) contra os microorganismos especificos
(BERGLUND et al., 1997, 1999; RIEZEBOS-BRILMAN et al., 2006).

Uma resposta balanceada, Th1/Th2 é um bom indicio de que os animais foram

eficazmente imunizados contra a raiva. A tendéncia ao equilibrio dos anticorpos IgG1 e
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IgG2a nos animais imunizados com SFV-RVGP mostra que esse vetor viral, apesar de ser
bem descrito na literatura como ativador de resposta celular (KLIMP et al., 2001; RAYNER;
DRYGA; KAMRUD, 2002; RIEZEBOS-BRILMAN et al., 2006) é também um ativador de
resposta imunoldgica do tipo humoral, evidenciando seu uso como um possivel agente
imunizante. H& pesquisas sobre a importancia de ativacdo de resposta imune humoral e
celular nas terapias pré-exposicdo contra a raiva. Em estudos com animais depletados para
células CD4, CD8 e CD4/CD8, Amann et al. (2013) relata que a taxa de sobrevivéncia ao
desafio dos animais depletados foi 33%, 56% e 20%, respectivamente. Evidenciando a
importancia da inducéo de ambos os linfdcitos na vacinagéo contra a raiva.

Em resumo, o desenvolvimento deste trabalho demonstrou que a nova linhagem de
células S2 expressando a rRVGP com cauda de histidina (S2MtRVGP-H-His) mostrou
crescimento celular em biorreator semelhante a outra linhagem que expressa rRVGP sem
cauda de histidina.

O protocolo de purificagédo desenvolvido, que tem como base a metodologia de IMAC,
promoveu a purificacdo da rRVGP monomérica que é importante para os estudos sobre
glicosilagdo desta proteina. Ainda com relacdo a rRVGP monomérica, estudos recentes que
associam mondmeros e adjuvantes para vacinagcdo contra raiva apresentaram 90% de
sobrevivéncia apos teste desafio (KORAKA et al., 2014), evidenciando a importancia dessa
preparacéo principalmente quando levamos em conta a dificuldade de se obter estabilidade da
conformacéo trimérica da glicoproteina depois de purificada.

Nossas preparacBes, tanto de proteina recombinante quanto SFV-RVGP, quando
utilizadas para imunizacdo permitiu que os camundongos BALB/C produzissem anticorpos
anti-glicoproteina do virus da raiva e anticorpos neutralizantes acima do minimo exigido pela
OMS. Vale também ressaltar que as imuniza¢des com SFV-RVGP (3 doses) apresentaram
titulo de anticorpos semelhantes aos animais que receberam a vacina de uso comercial
veterinéria.

Este trabalho, que representou uma continuidade de projetos anteriores, permitiu
mostrar a viabilidade de expressdo da glicoproteina recombinante do virus rabico, tanto in
vitro como in vivo, abrindo promissoras possibilidades de desenvolvimento tecnoldgico e

conceitual para novas vacinas contra raiva.
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7 CONCLUSOES

A producdo de rRVGP em biorreator mostrou resultados semelhantes aos obtidos
anteriormente (VENTINI, 2010), demonstrando que o protocolo de producéo da glicoproteina
recombinante em células S2 possui reprodutibilidade suficiente para fornecer material, em
quantidade e qualidade adequadas, aos estudos de caracterizacdo antigénica e imunogénica.

A purificagdo da rRVGP pela metodologia IMAC apresentou resultados promissores.
Através dessa técnica, a rRVGP monomeérica e trimérica pdde ser parcialmente purificada a
partir de preparacdes membranérias de células S2 e BHK-21, respectivamente.

A producdo de anticorpos neutralizantes anti-virus da raiva (RFFIT) em animais
imunizados com rRVGP produzida por células S2 demonstrou a capacidade desse vetor de
expressdo em produzir proteinas heter6logas com qualidade.

Uma melhor formulacéo da rRVGP extraida de células S2 ou BHK-21, pela adi¢do de
adjuvante imunomodulador, deve elevar o titulo de anticorpos em animais imunizados com
essas preparacdes, assim como acontece com a vacina comercial quando comparada aos virus
apenas inativados.

A andlise das citocinas (IL-2, I1L-4, IL-10, IL-12 e IFN-y) e a dosagem de anticorpos
IgG1 e 1gG2a anti-glicoproteina do virus da raiva mostraram que o SFV-RVGP induziu,
predominantemente uma resposta imune do tipo celular nos camundongos imunizados. Esse
dado juntamente com os altos titulos de anticorpos anti-glicoproteina e neutralizantes
encontrados, fazem do SFV-RVGP uma potencial preparacdo para a imunizagdo contra a
raiva e para o tratamento pos-exposi¢ao ao virus.

A combinagdo da vacinagcdo com SFV-RVGP e rRVGP parece ser a mais adequada

para imunizagdo contra raiva visto a intensidade e qualidade da resposta imune gerada.
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The present study shows the humoral and cellular aspects of immune response generated by a recom-
binant rabies virus glycoprotein (rRVGP) as compared to those generated by viral vector carrying the
RNA coding for this protein (RVGP-RNA). The rRVGP was synthesized by stably transfected Drosophila
melanogaster Schneider 2 (S2) cells and the RVGP-RNA was carried by a recombinant Semiliki Forest Virus
(SFV-RVGP). The data show that protein as well as the RNA vaccine was capable of inducing reason-
ably acceptable levels of antibodies as compared to the optimized commercial whole virus vaccine. As
expected, the RNA vaccine was clearly more effective than the protein vaccines in inducing a cellular
immune response, as evaluated by the IgG2a/IgG1 ratio and synthesis of interferon gamma (IFNvy) and

interleukin 2 (IL2). Our study supports the importance of vaccine designing taking into consideration the
concept of DNA/RNA ability to induce an effective cell immune response.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Immunological and virological concepts raised from the devel-
opment of successful viral vaccines should be carefully considered
and must serve as a basis for new viral vaccines development [1-5].

In Fig. 1 we summarize the immune response exerted by dif-
ferent types of classical or experimental viral vaccines. As shown,
both natural viral infection and attenuated viral vaccines are capa-
ble of inducing a strong humoral and cellular immune response.
The humoral immune response to viruses is based essentially on
antibody synthesis against structural viral proteins (S) upon stimu-
lation by exogenous antigens involving peptides within endosomes
with MHC II presentation to CD4* helper T cells. The cellular
immune response is based essentially on CD8* specific cytotoxic
T lymphocytes (CTL) to structural (S) and non structural (NS) viral
proteins synthesized “in vivo” involving the endoplasmic reticu-
lum and in association to MHC I. So, an attenuated viral vaccine,
when possible, is the best way for immunization due to the broad
immune response generated, mimicking the natural infection with-
out leading to disease. In fact, this is the case of the first viral
vaccines developed which led to the eradication of small pox and
protection against rabies. Still today very good vaccines are pro-
duced using attenuated strains. Nevertheless for safety and quality
control reasons or unavailability of attenuated viral strains this

* Corresponding author. Tel.: +55 11 26279623.
E-mail address: carlos.pereira@butantan.gov.br (C.A. Pereira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2014.02.029
0264-410X/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

approach is not always recommended or possible. Inactivated viral
vaccines, although efficient for several viral diseases induce a suit-
able humoral immune response against S viral proteins but weak
cellular immune response. Also, no immune response is elicited
against NS viral proteins since there is no viral infection and repli-
cation upon immunization.

Recent developments of human viral vaccine candidates involve
“recombinant protein vaccines”, “virus like particles (VLP) vac-
cines” and “DNA/RNA vaccines” [1-3]. In the first two cases, as it
is for inactivated viral vaccines, essentially the humoral immune
response is induced upon immunization. On the other hand exper-
imental “DNA vaccines” induce a strong cellular immune response
but a weak humoral one. Although there is no “DNA vaccines”
on the human vaccine market they are logically envisaged to be
employed as “therapeutic vaccines” for already infected people or
against viral induced tumor since they would elicit a CTL response
which can efficiently clear the virus or tumor cells [6]. In contrast,
inactivated viral vaccines are essentially “prophylactic vaccines”
and can hardly be therapeutic since the viral infection is mostly
cleared by CTLs and less by antibodies produced by these vac-
cines.

In order to compare the pattern of immune response induced
by a viral recombinant protein to its RNA we have immunized mice
with recombinant rabies virus glycoprotein (rRVGP) synthesized
by Drosophila S2 cells and Semiliki Forest Virus (SFV) carrying the
RNA coding for the rabies virus glycoprotein (SFV-RVGP) (Fig. 2).



2830 R.M. Astray et al. / Vaccine 32 (2014) 2829-2832

Cytosolic antigens (Ag synthesis “in vivo”) -
peptides into ER associate with MHC I
at cell surface x CD8* CTLs.

DNA/RNA vaccines

natural infection
attenuated viral vaccines

Exogenous antigens -peptides
within endosomes with MHC 11
presentation to CD4+ helper T cells

inactivated viral vacines
recombinant protein vaccines
virus like particles (VLP) vaccines

Fig. 1. Viral vaccines: immune response to cytosolic and exogenous antigens. ER, endoplasmic reticulum; MHC, Major Histocompatibility Complex; CD, Cluster of Differen-

tiation; CTL, cytotoxic T lymphocytes.

Both systems have already been described in detail in previ-
ous publications [7,8]. Briefly, S2 cells (DES®, Invitrogen) were
transfected with the RVGP cDNA under the control of an inducible
(metallothionein — Mt) promoter [9]. A selected cell population was
adapted to growth in suspension in serum-free medium SF900II®
(Invitrogen). Cell cultures were then performed in 100 mL shake
flasks (Schott) and 1 L bioreactors (BioFlo 110)at 100 rpm and 28 °C.
The RVGP expression was induced with the addition of 500 uM
of CuSO,4 and evaluated by ELISA, the samples (106 cells) being
centrifuged (1000 x g/3 min), the supernatant discarded, the pel-
let washed once with PBS with sucrose 320 mM, centrifuged again
(3000 x g/1 min), and frozen immediately at —20°C [10].

For the SFV expression system [8], the RVGP gene was cloned
into a modified pSFV2genC expression vector. BHK-21 cells were
co-transfected with expression and helper RNA vectors and SFV-
RVGP particles were obtained. They were titrated by qRT-PCR and

used to infect BHK-21 cells in order to evaluate RVGP expression
which was confirmed by qRT-PCR, western blotting, ELISA and flow
cytometry [11-13].

Groups of ten BALB/c mice from the Instituto Butantan animal
facility, weighting 11-14 g, were immunized intraperitoneally with
commercial rabies vaccine (Fort Dodge), ultra violet (UV) inactiv-
ated rabies virus as prepared for vaccine production in VERO cells
[14], RVGP from transfected S2 cells or from BHK21 cells infected
with SFV-RVGP and SFV-RVGP. Control group were inoculated with
PBS. The amount of RVGP in samples was measured by ELISA [11]
and each dose contained 3 pg of RVGP. Animals were immunized
at days 0, 7 and 14 and sacrificed at day 21. Serum sample were
obtained atdays 0, 7, 14 and 21 for evaluation of anti-RVGP antibod-
ies by ELISA (Platelia, Bio-Rad) and the titer of anti-RVGP antibodies
was expressed as equivalent units per mL (EU/mL). Anti-RVGP
IgG1 and IgG2a were determined by an ELISA standardized in our

RVGP cDNA

cell transfectiV

Drosophila
S2 cells

recombinant
protein expression

\
protein vaccine ~ ~‘~

¥ N

SFV-RVGP ®

\i:l vitro transcription

= u w w RVGP RNA

\ cell transfection

BHK?21 cells
l recombinant virus synthesis

RNA vaccine

B
/

“In vivo” immunization studies

Fig. 2. RVGP expression systems for “in vivo” immunization. RVGP, rabies virus glycoprotein; Drosophila S2 cells, Drosophila melanogaster Schneider 2 cells; SFV-RVGP,
recombinant Semiliki Forest Virus carrying the mRNA coding for RVGP; BHK21, Baby Hamster Kidney cells 21.
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Table 1
Immune response elicited by rabies virus antigens.
RVGP antibodies (EU/mL) IgG2a/IgG1 IFNy IL2
7d 14d 21d 21d Ratio (specific/non specific) Ratio (specific/non specific)
Rabies vaccine 035 3.65 7.15 0.40 1.08 (846/782) 1.22 (566/461)
UV-rabies virus 0.25 3.19 5.03 0.70 1.30(47/36) 1.69(112/66)
RVGP(S2) 0.11 0.95 3.71 0.70 1.90 (19/10) 1.0 (<10/<10)
RVGP(SFV) 0.14 1.36 2.98 0.55 1.0 (<10/<10) 1.0 (<10/<10)
SFV-RVGP 0.10 1.43 497 1.65 3.19 (1242/389) 3.17 (609/192)
SFV-RVGP +RVGP (SFV) 0.20 2.51 5.52 10.0 11.67 (1004/86) 3.40 (225/66)
PBS 0 0 0 - 1.0 (<10/<10) 1.0 (<10/<10)

Mice were intraperitoneally (ip) immunized at days 0, 7 and 14 with SFV-RVGP or RVGP or rabies vaccine or UV-inactivated rabies virus containing 3 g of RVGP. Serum
sample were obtained at days 7, 14 and 21 for evaluation of anti-RVGP antibodies (EU/mL). Spleen cells were obtained at day 21 and cultivated for determination of I[FNy
and IL2 (pg/mL). RVGP (S2): recombinant rabies virus glycoprotein (RVGP) from stable transfected S2 cells. RVGP (SFV): recombinant rabies virus glycoprotein (RVGP) from
BHK21 cells infected with SFV-RVGP. Data shown represent the mean average of at least 3 independent experiments.

laboratory using anti-mouse antibodies (Life Technologies) and
expressed as a IgG2a/IgG1 ratio. For the evaluation of interferon
gamma (IFNv) and interleukin 2 (IL2), spleen cells were obtained
at day 21 and cultivated with RPMI medium with 10% FBS (Life
Technologies) in 24 well microplates. Cells were then treated with
inactivated virus (with 0.4 g of RVGP) for evaluation of specific
stimulation or concanavalin A (2.5 pg) for evaluation of non specific
stimulation. After 72 hIFN+y and IL2 were quantified in supernatants
by ELISA (OptEIA, BD) and expressed as a ratio specific/non specific
stimulation).

Immunization data presented in Table 1 show that the com-
mercial rabies vaccine induced high antibody titers 14 days after
immunization. The UV-rabies virus, which consists on a pre-
formulated rabies vaccine (no adjuvant) induced also high antibody
titers 14 days after immunization. Both RVGP antigens, from S2
cells or BHK21 cells, although capable of inducing a level of anti-
body formation higher than 0.5 EU/mL, led to an humoral immune
response lower than those observed for the whole virus antigens
(commercial vaccine and UV-rabies virus). The RNA immunization
(SFV-RVGP) led to final titers (day 21) comparable to those induced
by whole virus antigens and was slightly improved by the addi-
tion of RVGP (SFV-RVGP +RVGP group). Striking differences were
observed between the response pattern elicited by protein and RNA
antigens regarding cell immune response markers. SFV-RVGP was
capable of inducing higher IgG2a/IgG1 ratio as well as specific/non
specific ratio for IFNvy and IL2 clearly showing the balance toward
a Th1 pattern of cell based immune response. These values were
significantly strengthened when animals were immunized with
SFV-RVGP +RVGP (SFV). Also remarkable is the finding that the
commercial rabies vaccine is capable of inducing a high non spe-
cific immune response in proliferation assays as compared to not
formulated antigens, indicating an important role of the adjuvant
in eliciting an overall response to vaccination. Assays of protec-
tion against experimental rabies virus infection have shown the
functional role of recombinant RVGP [15] as well as high degree of
protection induced by SFV-RVGP (data not shown).

Based on the above experimental findings it is clear that an
antigen design is determinant to induce a broad immune response
which in turn may have outstanding importance in conferring a full
protection upon immunization. Following this rational and based
on the knowledge acquired on virus biology and bio safety concerns,
a viral antigen to be rationally envisaged would be the construc-
tion of a virus like particle (VLP), which has been proved to be
efficient, packaging recombinant RNA or DNA coding for NS pro-
teins. This complex antigen would contain only molecules (proteins
and nucleic acids) of the target virus and enable the immunization
against S and NS viral proteins as well as eliciting humoral and cel-
lular immune responses. This complex viral antigen (“VLP/RNA”
or “VLP/DNA” vaccine) would mimic the attenuated viral vac-
cines, with the advantages of being prepared in a well controlled

bioprocess and constituting a chemically defined antigen. In fact,
such an approach of constructing viral particles with heterologous
genes exists already, as viral vectors, for protein expression in cell
cultures and also for gene therapy. It has been recently reviewed as
“Viral vectors as vaccine platforms: deployment in sight” [16].

In conclusion, the aim of the present study, using the well
known rabies system, was to show experimentally that proteins
and nucleic acids are capable of eliciting complementary immune
responses. The proposed approach of combining proteins and
nucleic acids in a vaccine design could be viewed as a process of
“rebuilding attenuated vaccines” in a well controlled and defined
process.
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ABSTRACT

The number of biopharmaceuticals for medical anttrigarian use produced in mammalian cells is iragiag
year after year. All of them are obtained by statdeombinant cell lines. However, it is recognizbdt transient
gene expression produces high level expressionshoat time. In that sense, viral vectors have bedensively
used for producing recombinant proteins on lab-sc&imong them, Semliki Forest virus is commonlyi@red for
this purpose. This review discusses the main aspelzted to the use of Semliki Forest virus tetbgpoas well as
its advantages and drawbacks which limit curreitdyutilization in biopharmaceutical industry orrdge-scale.

Key words: BHK-21, Large-scale bioprocesses, Mammalian ceflgcombinant proteins, SFV, Transient
expression

INTRODUCTION insertion of the recombinant gene(s) into the host
genome. This approach is useful to produce
Mammalian cells have become the major host forecombinant protein for extended cultivation
recombinant proteins used as biopharmaceuticalsnes. However, the identification and
with medical and veterinarian applications (Baldicharacterization processes of these cell lines are
et al. 2007; Conceicdo et al. 2007). The maiexpensive and prolonged (De Jesus and Wurm
factor related to this extensive application is th011). On the other hand, when rapid assessment
need of post-translational modifications in order t of many proteins, or several variants of a single
guarantee the full bioactivity of these protein is required, transient gene expressiohas t
macromolecules. Such changes are only accuratedyrategy of choice. Furthermore, short upstream
performed by the mammalians cells (Walsh 2010)processes (1-14 days) are related with transient
Currently, there are two established strategies igene expression (De Jesus and Wurm 2011).
biopharmaceutical industry and academy tdn transient gene expression, non-viral (plasmid
produce heterologous proteins: the use of stableectors) and viral expression vectors have been
cell lines, or transient gene expression (Kerrigan designed for transferring the genes to mammalian
al. 2011). The first one is achieved through theells. The reasons, which define the expression
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vector selection for this purpose are: themarket demands and by developing robust
recombinant protein application, the host cellprocesses on small-scale using scalable devices,
bioprocess time, productivity and safety (Baldi etrespectively (Hacker et al. 2009). The experience
al. 2007). The purity and recovery of plasmidwith baculovirus-insect cell expression system for
DNA encoding for interest protein are limiting commercial manufacture of various veterinary and
aspects when non-viral expression vectors afeuman vaccines could be also used to solve the
chosen (Geisse and Henke 2005). In general, tloeirrent limitations in mammalian cells systems
major concern for using virus as an expressiofCox 2012).
vector is their infective nature, which involvesSo far, the non-viral vector methods have been the
biological risks (Sakamoto et al. 1999). Howevermethods of choice for transient gene expression
the utilization of replication-deficient viral veos (Matasci et al. 2008). The recombinant gene is
such as Semliki Forest virus (SFV) and Sindbisisually cloned in a plasmid DNA and transfected
virus vectors avoids this problem while allowinginto the single-cell suspension culture. Only three
rapid and high-level gene delivery (Lundstrom eDNA delivery methods for introducing plasmids in
al. 200l1a). This review defines the mainmammalian cells have been shown to be promising
advantages and drawbacks of SFV utilization fofor large-scale operations: calcium phosphate
biopharmaceutical production in the mammaliarDNA co-precipitation, polyethyleneimine or
cells and the present and near future challenges fiposome DNA complexes and electroporation.
a wide application of this viral vector on large-These DNA transfer systems have demonstrated
scale. transfection efficiencies of more than 70%. After
DNA delivery, cells are maintained in the culture

for protein production during a limited time span,
TRANSIENT GENE EXPRESSION IN  uysually 5-10 days (Wurm and Bernard 1999).

MAMMALIAN CELLS FOR Transient gene expression by viral vectors is
RECOMBINANT PROTEIN carried out introducing the recombinant gene of
PRODUCTION ON LARGE-SCALE interest in viruses. The transfer of exogenous DNA

or RNA into animal cells, in general, as part of
The transient gene expression used on large-scalgal particle is named as transduction. The
for recombinant protein production is a relativelyadvantage of viral transduction over transfection
new technology. In the past, the volumetricwith naked plasmid DNA includes the high
productivities reached by transient gene expressicgfficiency of gene transfer because a natural
were not competitive with those from the stabledelivery process is used. The tendency of many
cell lines (Hacker et al. 2009). However, recentlyyiruses to block the host cell protein synthesid an
productivity up to 1 g/l with HEK-293 cells favor the expression of viral genes is also
transfected with plasmid DNA in 14 daysimportant for heterologous genes expression,
bioprocess has been reported (Backliwal et awhich can increase bioprocess productivity.
2008). This report encourages new transient gergesides, different viruses can achieve different
expressions in order to establish these processedransformation objectives: short-term infections
higher volumetric scales (100-1,000 | range)with high-level transient expression, long-term
Beyond, the technical problems related to thi€xpression by maintaining the genome as a latent
gene expression way in the mammalian cells, theepisomal replicon, or stable integration of DNA
are two limiting events for its consolidation ininto the host cell genome (Twyman 2005). The
biopharmaceutical industry: disadvantages of virus as gene transfer vectors
1. At the present time, there is no therapeutiénclude more complex cloning strategies compared
protein using transient gene expression iio plasmid vectors, the biosafety problems related
mammalian cells that has got regulatoryto bioprocesses with virus and health risks after
approval. recombinant protein administration associated to
2. There is a perception in the industry thatossible presence of viral vector (Twyman 2005;
large-scale transient gene expression is ndtee et al. 2005). Many efforts have been addressed
reproducible. to overcome these problems in viral vectors
Both elements could be overcome by targeting gLundstrom et al. 2001b; Chen et al. 2011).
protein with high value, which does not require @Among the viral vectors for recombinant protein
large amount of recombinant protein to meet thexpression in the mammalian cells are vaccinia
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virus (Pradeau-Aubreton et al. 2010), adenovirusell, representing around 25% of the total cellular
(Pham et al. 2006), alphaviruses (Venezuelaprotein yields have been obtained by this viral
Equine Encephalitis virus and Sindbis virus andector (Lundstrom 2003a).
the SFV) (Quetglas et al. 2010). Despite of thé facThe SFV vectors have become increasingly
that the Baculovirus expression system is a wellttractive because of their characteristics ofdapi
established methodology in insect cells forexpression of high amounts of recombinant
producing eukaryotic proteins (Koroleva et al.protein. After infection, the RNA replication ingh
2010; Trowitzsch et al. 2010; Gomez-Casaddost cell cytoplasm results in measurable
2011), the use of vectors based on this virugansgene expression as early as 2 h after the
(BacMam) has also demonstrated efficiency in thanfection. In spite of the great potential for
mammalian cells (Kost et al. 2005). widespread use of SFV for recombinant protein
production, two major drawbacks are related to
this viral vector: the strong cytotoxic effect oosh
SEMLIKI FOREST VIRUS (SFV) cells and the short-term expression pattern. In
addition, SFV infection of cell culture has been
SFVis a Single positive-strand RNA virus with anNdemonstrated to induce apoptosis' So|ving’ or
envelope structure. The first part (5'end) oOfmitigating these problems would expand even
genome encodes the nonstructural proteins, whilore the applications range of this alphavirus

the second part (3'end) encodes the structurgkctor (Lundstrom 2002; Hassaine et al. 20086).
proteins (Dudek and Knipe 2006). Its genome has

been introduced into two plasmid vectors as cDNA

copies. The expression vector contains the sFRECOMBINANT PROTEIN
nonstructural genes (nsP1-4), the stron’RODUCTION BY SEMLIKI FOREST
subgenomic SFV 26S promoter and a multilinkeVIRUS VECTOR ON LAB-SCALE

cloning region to introduce the foreign genes for

recombinant protein expression. The SFVON lab-scale, the SFV vector has been widely used
structural proteins are provided from the helpefor obtaining sufficient amounts of recombinant
vector, including the envelope and capsid proteingroteins for cellular, or molecular assays,
(Liliestrdom and Garoff 1991). Co-transfection of pharmacological tests and structural = studies
in vitro transcribed recombinant and helper RNA(Hoffmann et al. 2001; Werten et al. 2002;
can generate around %00 recombinant viral Cabaniols et al. 2009) Most of them are functional
particles/ml. These particles have the capacity tgiembrane proteins, receptors (Shukla et al. 2006;
infect a wide range of mammalian and othefEifler et al. 2007), enzymes (Bikker et al. 1997)
animal cell lines (Lundstrom 2003a). Theand viral proteins (Benmaamar et al. 2009). High
electroporation is the method of choice for SFwolumetric protein expression levels and yields
RNAs  co-transfection  but lipid-mediated have been obtained by the modified SFV in the
transfection can be applied alternatively withmammalian cells, up to 10 mg land 100-300
relatively good results (Lundstrom 2010). pmol mg" of total proteins, for G protein-coupled
Because of the presence of RNA packing signdeceptors (Shukla et al. 2007; Sevastsyanovich et
only in the recombinant RNA, no helper RNA will @l. 2009). The yield enhancement by the use of
be packaged, which generates replication-deficier@FV vector comparing to stable cell lines and
partides’ increasing vector's biosafety featules. other transient transfections could be 20 fold
decrease the infection risks, a mutation wa8igher (Shukla et al. 2007).

inserted in the region encoding the viral spikecurrently, the studies for improving the SFV as
proteins, inhibiting host entry. Therefore, viralhigh efficient protein producer vector are, or
vector could be no-infectious during the storagghould be addressed to its genetic modification in
period and could only be activatéd vitro by order to extend the expression time in the host
cleavage witha-chymotrypsin (Berglund et al. cells and optimizing the culture parameters during
1993; Benmaamar et al. 2009). After host celighe infection and expression processes such as the
infection, rapid and high-level transgenehost cell lines, temperature, pH, infection and
expression is obtained. Different proteins hav@OSt-infeCtion times and mUltIplICIty of infection

been successfully expressed from the SFV vectoffatio of virus to target cell). The efforts in ggic
Yields of 14 heter0|ogous protein molecules permodifications of the SFV are focused on mutations
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in alphavirus replicase to render this vector lesdmong the alpha virus, only SFV has been used
cytopathic (Casales et al. 2010). Host cell linegor large-scale recombinant protein production,
more used for protein transient expressions witkvhich showed its popularity because the principles
this alphavirus are Baby Hamster Kidney (BHK-of this kind of vectors are the same. As a rule the
21), Chinese Hamster Ovary (CHO-K1) andcell culture used for transduction should be in
Human Embryonic Kidney (HEK293) in both exponential growth phase to generate maximal
adherent and suspension cultures (Lundstromxpression levels. To scale-up the Semiliki Forest
2003a; Lundstrom 2010). For a single proteirvirus technology, it is absolutely essential to
expression, the selection of the cell line could bestablish efficient infection and expression
performed through a comparison among availableonditions in  suspension cultures of the
cell lines Kkeeping constant the remainingmammalian cells. In that sense, for reducing the
parameters of cell culture in small volume systemsell costs and to facilitate the purification of
(Blasey et al. 1997; Hassaine et al. 2006). recombinant proteins, CHO, HEK293 and BHK
Deterministic and empiric models definition aslines were adapted in suspension growth in serum-
well as optimization of the bioprocess parameterfee medium without the decrease in expression
on small-scale have not been detailed enough féevel (Lundstrom 2003b). For high volume
this expression system. Works in this field coulctultures, compromises need to be made between
improve the protein expression using the SFVthe optimal virus concentration and feasible virus
Probably, the low number of paper on this subjegbroduction. The main disadvantage of applying the
is justified because most of the time, SFV syster®FV system for the large-scale production of the
has been used on lab-scale without seeking farotein is the high cost of virus stock production
develop subsequently a large-scale bioprocess. FHalated tan vitro transcription process (Lundstrom
example, a study on temperature demonstrated th2@10) (Fig. 1). In order to reduce the cost fousir
the cultures grown at 33 showed an increase of preparation, alpha virus packaged cell lines have
10-20 fold expression for luciferase and thébeen developed (Polo et al. 1999; Blasey et al.
expression time could be prolonged (up to 50 h2000). This approach could simultaneously
when compared to 8C cultures (Schlaeger and increase the production of viral particles.
Lundstrom 1998). For variables such as the pHhere are a few studies related to SFV utilization
and multiplicity of infection, the investigated on large-scale protein production by the utilizatio
ranges in literature are 6.4-7.8 and 30-400¢f bioreactors, spinner (1l) and agitated tank
respectively. The protein expression has shown td1.5l) for producing the enzymes (bacterjal

be very sensitive to small pH changes over thgalactosidase and human cyclooxygenase-2) and
course of bioprocess and directly related to th8-HT3 receptor (Blasey et al. 1997; Blasey et al.
multiplicity of infection (Blasey 1997; Blasey 2000) The culture strategies to perform these
2000). Nevertheless, a modification ofbioprocesses were fed-batch and external medium
pharmacological profile for some recombinantexchange (Fig. 2).

receptors was observed when the cells wera the fed-batch process, the SFV was inoculated
infected with increased concentration of virusn 10-20% bioreactor volume and BHK cells were
(Lundstrom 2003b). This could be a consequendeept in contact with the virus for 90 min, and then
of a saturation of right protein synthesis capacityresh culture medium was added to complete the
in host cells. Thus, in future, more detailed ssdi bioreactor volume. The bioprocess after the
considering the bioprocess variables should bmfection step lasted 20 h. High level protein
performed on small-scale. This could be possiblexpression (16 mg') was generated in a short
if the SFV is definitively established on largedgca time (Blasey et al. 1997). On the other hand, in
processes. external medium exchange process, 90% of
exhausted culture medium used for the BHK batch
cell culture was changed by fresh medium by
CELL CULTURE STRATEGIES FOR external cross-flow filtration with a hollow fiber

OBTAINING RECOMBINANT microfilter. Then the BHK cells were infected with
PROTEINS BY THROUGH SEMLIKI  the modified SFV for 24 h (Fig. 2).

FOREST VIRUS SYSTEM
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Figure 1 - In vitro transcription process for Semliki Forest virustee@nd its more costly reagents.
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Figure 2 - Culture strategies for transduction and proteirresgion with Semliki Forest virus on large-scale.

This strategy allowed the expression of 15 mg ofor bioprocess with stably transfected mammalian
5-HT3 receptors per 11.5 | batch (Blasey et alells (> 0.05 mg? for human membrane protein)

2000). The volumetric productivities for both the(Chaudhary et al. 2011). Despite these good
processes were higher than those usually obtaingérformances of this viral vector in the expression
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Monitoring mammalian cell culture with UV-vis spectroscopy has not been widely
explored. The aim of this work was to calibrate Partial Least Squares (PLS) models from
off-line UV—vis spectral data in order to predict some nutrients and metabolites, as well as
viable cell concentrations for mammalian cell bioprocess using phenol red in culture
medium. The BHK-21 cell line was used as a mammalian cell model. Spectra of samples
taken from batches performed at different dissolved oxygen concentrations (10, 30, 50, and
70% air saturation), in two bioreactor configurations and with two strategies to control pH
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were used to calibrate and validate PLS models. Glutamine, glutamate, glucose, and lactate
concentrations were suitably predicted by means of this strategy. Especially for glutamine
and glucose concentrations, the prediction error averages were lower than 0.50 =0.10 mM
and 221 £0.16 mM, respectively. These values are comparable with those previously
reported using near infrared and Raman spectroscopy in conjunction with PLS. However,
viable cell concentration models need to be improved. The present work allows for UV—-vis
at-line sensor development, decrease cost related to nutrients and metabolite quantifications
and establishment of fed-batch feeding schemes. © 2013 American Institute of Chemical

Engineers Biotechnol. Prog., 30:241-248, 2014

Keywords: UV—vis spectroscopy, partial least squares, BHK-21, cell culture monitoring

Introduction

Since 2004, when Food and Drug Administration launched
the Process Analytical Technology (PAT), biopharmaceutical
companies were encouraged to adopt modern bioprocess mon-
itoring techniques based on on-line or at-line analysis of key
variables. This initiative is useful for early detection of faults,
as a consequence, to maximize the probability of high quality
products at the end of the process.! The concepts associated to
PAT can be also applied during the initial stages of bioprocess
development at the lab scale, both in academic and industrial
contexts, to characterize and validate them.?

Multivariate data analysis is considered to be a helpful
tool within PAT because of its potential for expanding
understanding and reducing development bioprocess time.’
Multivariate techniques, such as Principal Component Analy-
sis and Partial Least Squares (PLS), reduce the high number
of dimensions of the collected data over the course of
batches. Thus, they enable the identification of correlations
between relevant variables.*

At present, few process-related variables (pH, temperature,
dissolved oxygen concentration, biovolume, and cell density)
can be monitored using in situ probes.’  Hence, to access to the
real-time evolution of cell metabolism, the development of new
PAT methods for metabolic parameters are needed. The combi-
nations of spectroscopic methods and multivariate data analysis
in animal cell cultures have been used to simultaneously pro-
vide on-line, at-line and off-line information about several bio-
process variables, including culture medium composition
(nutrients and metabolites) and living cells number.'”"™ Among
spectroscopic techniques, near infrared spectra has been widely
exploited with this purpose.l’10 Specifically, in mammalian cell
culture, nuclear magnetic resonance, fluorescence and Raman
spectroscopies have been also used for monitoring nutrients,
metabolites and viable cell concentration.'"'> The lack of use
of ultraviolet-visible spectroscopy in mammalian cell biopro-
cess could be justify by the poor information of UV—vis spectra
due to the broad and unspecific bands obtained, the inability to
detect higher energy electronic levels in molecules, as well as
the spectral interferences of a second, dispersed phase (cells
and gas bubbles) because of light scattering effects.'®

Most of the biopharmaceuticals are complex recombinant
proteins, for this reason, mammalian cells are the hosts of
choice because they ensure the correct post-translational
modifications to confer function and safety.'® This kind of
animal cells has been also frequently used for viral vaccine
production.'® Among mammalian cells, the BHK-21 cell line
has found applications in veterinarian viral vaccines and het-
erologous protein production, even in the transient mode.">'®

Many media formulations for mammalian cell culture
often contain an optional pH indicator, phenol red. This dye

provides a useful, visual but qualitative mode for monitoring
metabolism within a culture device.'”

The aim of this work was to calibrate a PLS model for glu-
tamine, glutamate, glucose, lactate, and viable cell concentra-
tion based on off-line ultraviolet-visible spectra for BHK-21
suspension cell culture in bioreactors. This study could repre-
sent an important step for developing non-invasive on-line
metabolic monitoring devices for BHK-21 cell bioreactors.

Material and Methods
Cell line and culture medium

BHK-21 (C-13) cells (Sigma-Aldrich ECACC Cell Lines,
Lyon, France) adapted to single cell suspension culture were
kindly supplied by Dr. Renaud Wagner from Ecole Superieure
Biotechnologie de Strasbourg, France. The culture medium for
this cell line had the following composition by volume: Iscove’s
Modified Dulbecco Medium with glutamine and Phenol red
(IMDM, catalog number 12200-036, Gibco, NY) 45.5%, High
glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, catalog
number 12100-046, Gibco, NY) 45.5%, heat inactivated fetal
bovine serum (Catalog number 10082-147, Gibco, Grand Island,
NY) 5%, 10% m/v Pluronic F-68 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) aqueous solution 2%, and 4 mM glutamine (Sigma-
Aldrich, Tokyo, MO) aqueous solution 2%.

Inoculum preparation

One milliliter of BHK-21 cells (2 X 10° cell/mL) was thawed
and placed in a 75 cm? tissue culture flask (vertical position)
with 30 mL of culture medium for growing. Four days after-
wards, the cell suspension was used to inoculate (0.12 X 10°
cell/mL) consecutively other tissue culture flasks with 25 and
75 cm?; enough culture medium was added to reach final cellu-
lar suspensions of 10 and 30 mL, respectively. Inoculum for
bioreactors was generated from 100 and 250 mL spinner flasks
(Bellco Glass, Vineland, NJ), with working volumes of 50 and
100 mL, respectively; the stirring speed was maintained at 30
rpm (Sci-Era quard drive stirrer system with a stirrer, Bellco
Biotechnology, Vineland, NJ). Spinners were previously seeded
025 X 10° cell/mL) from 75 cm? tissue culture flask in the
exponential phase. After 72 h, the inoculums for bioreactors
were ready; the cell concentration and viability in spinners were
4.27 X 10° cel/mL + 0.85 % 10° cell/mL and 100%, respec-
tively. All the procedures described in this section were per-
formed into an incubator (Thermoforma 3110, Marietta, OH) at
37°C and 5% of carbon dioxide atmosphere.

Bioreactor cultures

Batch experiments in bioreactors were carried outina 5 L
Celligen (New Brunswick Scientific, Edison, NJ) without
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aeration cage and 2 L Bioflo 110 (New Brunswick Scientific,
Edison, NJ) at 37°C, agitation at 80 rpm. Bioreactors oper-
ated with 2 and | L working volumes, respectively, with ini-
tial cell concentration of 0.25 X 10° cell/mL.

Using a variable gas mixture (carbon dioxide, air, oxygen,
and nitrogen), different controlled dissolved oxygen concen-
trations were assessed: for Celligen (400 mL/min volumetric
gas flow), 10, 30, and 50% of air saturation was used and
for the experiments performed in the Bioflo 110 (200 mL/
min volumetric gas flow), 10, 30, 50, and 70% were used.
The pH for both bioreactors was also controlled at 7.2 just
with CO, until it was possible, according to buffering
capacity of NaHCO3-CO, system.

Additional experiments were performed in duplicate in
Bioflo 110 at 30 and 50% air saturation controlling pH at
7.2 during whole batch time, adding gas CO, or NaHCO;
solution (8% m/v) when necessary. Temperature, pH and dis-
solved oxygen over the course of batch cultures were
acquired online using a homemade LabVIEW program
(National Instruments, Austin, TX).

Cell counting

The cells were counted using Neubauer improved counting
chamber (Precicolor HBG, Germany) with proper sample
dilution with Phosphate Buffer Saline. Cell viability was
quantified in parallel using the trypan blue dye exclusion
method.'®

Nutrient and metabolite analysis

Five milliliter samples at different times during batches
were taken (8 or 9 samples for each batch). They were cen-
trifuged at 750g for 4 min at 4°C (Sorvall Biofuge Primo R
Centrifuge, Thermo Electron Corp. Germany). Subsequently,
supernatants were filtered through 0.22 um filter (Millex-GV
filter unit, Sao Paulo, Brazil) and frozen at —20°C until
spectral, nutrients and metabolites analysis.

Glucose, lactate, glutamine, and glutamate (g/L) concen-
trations from supernatant samples were measured using
enzyme-coupled reaction and electrochemical detection, in
YSI 2700 select bioanalyzer (YSI Life Sciences, Yellow
Springs, OH).

UV—vis spectrum analyses

Samples were thawed and equilibrated at room tempera-
ture. Then, they were dissolved 10-fold in deionized water.
Dissolved samples were pipetted in disposable polymethyl-
methacrylate UV—vis cuvettes (1.5 mL, Kartell, Noviglio,
Italy). Deionized water was used as blank. UV-vis spectra
of samples from 280 to 800 nm (1 nm width pass) were per-
formed in Biomate 3 spectrophotometer (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA). Absorbance data were recorded via
hyperterminal of an external computer. Subsequently, data
were exported to Micosoft Office Excel 2007 (Microsoft
Corporation, Redmond) for graphing and further processing.

PLS modeling

Seventy (5 batches, 43 experimental points) and seventy
six (3 batches, 26 experimental points) percent of the col-
lected samples were used to calibrate a PLS models for
batches performed without and with NaHCO; solution addi-
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tion, respectively. The remaining data were used for model
validation; experiments carried out at 50 % air saturation in
both bioreactors were used to validate PLS models adjusted
for batches without base solution addition, whereas one of
the batches performed at 50% air saturation with NaHCO;3
solution addition was used for model validation in biocon-
version with base solution addition to control pH.

The X matrix included sample absorbances within the
spectral range under study. On the other hand, Y matrix was
composed by the glucose, lactate, glutamine, glutamate, and
viable cell concentrations. PLS modeling was performed in
SIMCA 13 demo version software (Umetrics, Umea, Swe-
den). The validation of PLS models was done by means of
statistical significance evaluation of intercept and slope in
simple linear models for predicted and actual values of
parameters under consideration. The software used with this
purpose was Statgraphics Plus 5.0 (Statistical Graphics Cor-
poration, VA). The graphs were set in Microsoft Excel 2007.

Results

The UV-vis spectra for supernatant samples of BHK cell
cultures were characterized for three peaks with maximum
absorbance around 286, 422, and 560 nm (Figures 1-3). The
286 nm peak did not show a clear relation with batch time.
However, as a rule 422 nm peak increased as time increased,
contrary performance for 560 nm peak was observed. How-
ever, from 600 nm no changes in absorbance were observed.

In the final moments of the batches with NaHCO5 solution
addition to control pH, the decrease of absorbance at 560 nm
was not as marked as those for batches without pH control
at the end of experiment (generally, after the second day of
cell cultures; Figures 1-3).

The spectral data was well correlated with glutamine, glu-
tamate, glucose, and lactate concentrations, together with the
natural logarithm of viable cell concentration for both pH
control modes. Six and four PLS components were necessary
to model satisfactory batches performed without and with
base solution, respectively. Values of R® (percent of variation
of the training set —Y with PLS- explained by the model)
and Q2 (percent o f the variation of the training set — Y with
PLS — predicted by the model according to cross validation),
both with and without base solution addition, were >0.5
(Table 1).

The validation of PLS models were confirmed by the sta-
tistical significance of simple linear model between observed
and predicted values (P <0.05, data not shown) and the
intercept (0) and slope (1) values of these linear models
(Table 2). Statistically similar values (P > 0.05) for intercept
and slope to 0 and I, respectively, it is an evidence that the
present chemometric method do not have signal interference
and predicted values for parameters under consideration are
similar to actual values.

The accuracy of PLS models was assessed by means of
prediction error, the errors for glutamine and glutamate con-
centrations were <0.5 mM. The error range for glucose and
lactate was in the 1.51-3.08 mM range. Viable cell concen-
tration error for batches with pH control during the whole
batch was two-fold higher than those related to batches with-
out NaHCO; addition (Table 3). In general, similar predic-
tions for glutamine, glutamate, glucose and lactate were
observed for a batch performed without NaHCO5 addition
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total time pH control (Fig-

Discussion

Determinations of some substances or even biomedia
characterization with specific analytical techniques are usu-
ally expensive, both on-line and off-line quantifications.
The global direct methods for these purposes were devel-
oped to overcome this trouble; they are a combination of a

hard part, for sensing and a soft

part, for data treatment."”

The UV-vis spectroscopy is one of the hard candidates
that has been successfully tested for in situ determination,

" a0 w0 .

Time tdays)

—E— Viable el comenmraicns =B+ Cll viabaliy —

Wavclengh jm)

Time (daps)

= %=+ Glinamine —— Gilinzmate =0 D-Glcone. —o— LLacue

i 10t S

o ' H] ] 4
T kst

8 Viable cell concemiion —

notwithstanding its use has been mainly used in wastewater
. . ),
characterization.'®*°

®

- - Ghtamine

®

UV-vis radiation has much more energy than infrared
radiations, the most utilized electromagnetic spectrum range
in bioprocess substances and biomass monitoring.>' The
UV-—vis radiation absorption by a substance causes the exci-
tation and transition of the outer electrons of the atomic or
molecular orbitals. Therefore, rotational and vibrational lev-
els of molecular orbitals are overlapped on the electronic
levels, generating absorption spectra with broad bands.
Besides, UV—vis spectra of aqueous samples are affected by
presence of a second, dispersed phase (such as: bubbles or
cells in bioreactors), because of light scattering effects.
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Table 1. Summary of Plot Cumulative R> and Q* for Monitored Parameters in Training Step for Batches Carried Out Without and With
NaHCO; Addition

Batches Without NaHCO; Addition Batches with NaHCO; Addition

Parameter Number of PLS Components R? 0? Number of PLS Components R? 0?

Glutamine concentration (mg/L) 6 0.928 0.883 4 0.865 0.761
Glutamate concentration (mg/L) 0.760 0.671 0.742 0.574
Glucose concentration (g/L) 0.957 0.926 0.973 0.880
Lactate concentration (g/L) 0.966 0.944 0.970 0.874
Ln [viable cell 0.872 0.777 0.861 0.789

concentration (cell/mL)]

Table 2. Summary of Linear Models Parameter Significances in Validation Step for Observed vs Predicted Parameters

Batches Without NaHCO; Addition
Null Hypothesis

Batches with NaHCO; Addition
Null Hypothesis

Parameter Intercept =0 Slope =1 Intercept =0 Slope = 1
Glutamine concentration (mg/L) 0.513 0.645 0.979 0.571
Glutamate concentration (mg/L) 0.837 0.756 0.894 0.626
Glucose concentration (g/L) 0.243 0.922 0.613 0.077
Lactate concentration (g/L) 0.562 0.529 0.057 0.099
Ln [viable cell 0.584 0.749 0.485 0.506

concentration (cell/mL)]

These spectra can provide poor information, but the utiliza-
tion of multivariate data analysis has enabled to extract valu-
able information from them.'® Up to date, in microorganism
fermentation processes and animal cell cultures, UV-vis
monitoring has not found wide application.”” Tn this work,
sample spectra were determined with cell removal for avoid-
ing light scattering effects. In addition, two bioreactors with
different aeration-homogenization systems were included in
order to test the ability of UV—vis -PLS models for predict-
ing culture broth components and viable cell concentration
in dissimilar culture conditions without base solution addi-
tion to control pH. Other set of experiments with NaHCO;3
addition to control pH was also performed for calibrating
another set of PLS models. The use of NaHCOj5 solution can
modify the off-line UV—vis spectra of phenol red. For this
reason, modeling was performed individually for each set of
experiments. Both pH control modes were assessed because
the BHK-21 cell line can be cultured in bioreactors using

these two strategies in the batch mode.>® Probably, this arti-
cle could be one of the first works using this technique in
mammalian cell culture.

The off-line spectral data from BHK-21 cell culture sam-
ples in bioreactor confirmed the three critical wavelengths
associated to phenol red indicator, previously reported, 430,
475, and 560 nm.** The phenol red has two different isomers
depending on the acidity of its host solution. With pH dimin-
ishing, the peaks at 430 and 560 nm, increase and decrease,
respectively. The 475 nm wavelength is an isosbestic wave-
length (Absorbance is independent of pH). Previously, it was
developed a pH sensor using UV-vis spectroscopy, taking
advantage of the relationship between UV-vis phenol red
indicator spectrum and pH.24 In this work, spectral changes
were detected, even when pH was the same inside the bio-
reactor (first four samples from batches performed without
NaHCOs; solution (8 % m/v) addition (Figures 1 and 2) or
for all samples from batches carried out with this reagent
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Table 3. Summary of Prediction Error Averages for Each
Parameter

Prediction Error Average

Batches Without Batches With

Parameter NaHCO; Addition NaHCO; Addition

Glutamine 0.31+0.08 0.50 = 0.10
concentration (mM)

Glutamate 0.05 +0.01 0.05 +0.01
concentration (mM)

Glucose 2.21 £0.46 1.51 2043
concentration (mM)

Lactate 3.08 =0.49 1.89 £ 0.40
concentration (mM)

Ln [viable cell 0.33+0.07 0.52 +0.09
concentration
(cell/mL)]

Viable cell 596 10° +7.06 10° 1.23 10°+2.31 10°

concentration
(cell/mL)

The represented values are
the average * standard error.

(Figure 3)]. Probably, this could be explained by sample
dilution (10-fold) or due to the fact of being off-line determi-
nation, where gas composition in liquid phase is not the
same respect to sample into the bioreactor, causing pH
changes. The principle on which is based the proposed UV—
vis approach is the relationship between metabolism of glu-
tamine and glucose and Phenol red spectrum modifications.
Both nutrients, after metabolism, can generate compounds
(lactate and ammonium) which decrease the culture medium
pH.>?® As a consequence, these nutrients and metabolites
could be correlated to viable cell concentration for a cell cul-
ture in the batch mode, as it was recently performed.?” The
other significant peak (286 nm) in spectra of BHK-21 culture
supernatant samples is likely associated to extracellular pro-
teins and single aromatic amino acids. The absorbance of
aromatic amino acids residues: Tryptophan, Tyrosine, and
Phenylalanine, from 250 to 300 nm, are used to quantify the
aromatic content of proteins®® and therefore, they would be
useful in estimation of total protein content in culture super-
natant samples. However, a defined pattern of this spectral
peak was not found. For these reasons, the wavelengths with
high statistical importance on response variables in PLS
(data not shown) were those associated with the Phenol red
indicator.

The PLS models developed in this work were created
using as input variables matrices, the sample absorbances
from 280 to 800 nm, whereas the output variables matrices
were the nutrient, metabolites and viable cell concentration
quantified off-line. This vectorial method, PLS, is useful to
find suitable correlations between both matrices. Six and
four principal components (pairs of vectors, scores and load-
ings, in which are discomposed the original matrices) were
necessary for properly modeling the response variables in
batch culture performed without and with base solution addi-
tion, respectively (Table 1). Better correlations for gluta-
mine, glucose, and lactate were detected from the training
data used to calibrate PLS models. This can be justified by
the relationship among pH and lactate and ammonium con-
centration in culture broth, as a consequence of glutamine
and glucose metabolism.

In validation set data, the prediction errors for the gluta-
mine and glucose models (Table 3) were improved or similar
to the values reported for a PLS model based on near infra-
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Figure 4. Predicted and actual values for different parameters
from a batch at 50% OD without NaHCO; addition,
in Celligen. A: Glutamine. B: Glutamate. C: Glucose.
D: Lactate. E: Viable cell concentration.

red spectral data in mammalian or insect culture media as
well as those for mammalian cell cultures using Raman
spectroscopy.g‘ 129
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Figure 5. Predicted and actual values for different parameters
from a batch at 50% OD with NaHCO; addition, in
Bioflo 110. A: Glutamine. B: Glutamate. C: Glucose.
D: Lactate. E: Viable cell concentration.

The nutrients and metabolites considered in this study
were suitably predicted for two set of data, but in batches
with NaHCOj; addition, predictions should be improved, spe-
cifically for glutamine and glutamate (Figures 4 and 5). The
increase of training data set could solve this problem. Analo-
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gous performance, with respect to viable cell concentration
prediction was observed (Table 3, Figures 4 and 5). Regard-
ing errors of this parameter, in the batch carried out with
partial pH control (better prediction), where most of the cell
concentrations were well predicted, the error in some sam-
ples was higher than 15%, the expected error for an experi-
enced individual with cell counting using hemocytometer
method.*° Probably, the nutrients consumption and metabo-
lites synthesis patterns are different for each dissolved oxy-
gen concentration, then it would be necessary to calibrate a
specific viable cell concentration for a particular dissolved
oxygen concentration.

From the results of this work, fed-batch feeding schemes
could be established. Additionally, an at-line UV—vis sensor
could be also developed based on the current availability of
UV-grade optical fibers, sensitive and cheaper array detec-
tors, together with PLS technique.'® The utilization of PLS
technique associated to UV-vis spectra from samples of
mammalian cell cultures using phenol red as pH indicator in
culture medium could be an alternative to biomedia charac-
terization using other more powerful spectral techniques like
near infrared, fluorescence and more recently Raman
spectroscopy.'!

Conclusions

UV-vis off-line spectroscopy in combination with PLS
model was able to estimate critical components of the cul-
ture medium of BHK-21 cell culture independent of dis-
solved oxygen concentration used, bioreactor and the
strategy to control pH. This work opens possibilities for at-
line sensor development for mammalian cell using phenol
red in culture medium and decrease cost related to nutrients
and metabolite quantifications. PLS model calibration must
be performed for individual mammalian cell line.
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Abstract This work focused on determining the
effect of dissolved oxygen concentration (DO) on
growth and metabolism of BHK-21 cell line (host cell
for recombinant proteins manufacturing and viral
vaccines) cultured in two stirred tank bioreactors with
different aeration-homogenization systems, as well as
pH control mode. BHK-21 cell line adapted to single-
cell suspension was cultured in Celligen without
aeration cage (rotating gas-sparger) and Bioflo 110, at
10, 30 and 50 % air saturation (impeller for gas
dispersion from sparger-ring). The pH was controlled
at 7.2 as far as it was possible with gas mixtures. In
other runs, at 30 and 50 % (DO) in Bioflo 110, the cells
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grew at pH controlled with CO, and NaHCOj; solution.
Glucose, lactate, glutamine, and ammonium were
quantified by enzymatic methods. Cell concentration,
size and specific oxygen consumption were also
determined. When NaHCO; solution was not used,
the optimal DOs were 10 and 50 % air saturation for
Celligen and Bioflo 110, respectively. In this condition
maximum cell concentrations were higher than
4 x 10° cell/mL. An increase in maximum cell
concentration of 36 % was observed in batch carried
out at 30 % air saturation in a classical stirred tank
bioreactor (Bioflo 110) with base solution addition.
The optimal parameters defined in this work allow for
bioprocess developing of viral vaccines, transient
protein expression and viral vector for gene therapy
based on BHK-21 cell line in two stirred tank
bioreactors with different agitation—aeration systems.

Keywords BHK-21 - Stirred tank bioreactor -
Dissolved oxygen - Mammalian cell culture - BHK-21
cell metabolism

Introduction

Mammalian cells culture has been widely used for
recombinant proteins and viral vaccines production, as
well as gene therapy (Park et al. 2010; Vester et al.
2010; Merten 2006). Among cell lines with extensive
utilization for these purposes are Chinese hamster
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ovary (CHO), NSO mouse myeloma, Baby hamster
kidney (BHK), Human embryonic kidney 293 (HEK-
293) and few human-derived cell lines (Krampe and
Al-Rubeai 2010). Specifically, BHK cells have found
applications primarily in veterinarian viral vaccines
(foot-and-mouth disease and rabies viruses), and
recently in human recombinant therapeutic proteins
such as Factor VIII (Bodeker et al. 1994; Kallel et al.
2003; Aunip§ 2010). Microcarrier support (pseudo-
suspension) and suspension cell culture systems have
been explored for this cell line when the scale-up of
bioprocess is desired, because of monolayer culture
limitations on large-scale (Kallel et al. 2003; Perrin
et al. 1995; Butler 2005; Astley et al. 2007). Never-
theless, microcarriers increase process cost and
require extra optimization steps during development
like microcarrier type and concentration. To overcome
these drawbacks, cell lines, including BHK, have been
adapted to grow as single cells in suspension. Thus,
higher cell densities and concomitant volumetric
productivities could be achieved as well as the
scalability of the manufacturing process becomes
easier (Silva et al. 2008).

Several bioreactors configurations have been
assessed for mammalian cell culture. For suspension
culture, homogeneous bioreactors similar to those for
bacterial and yeast cultures can be used (Kelley et al.
2008). Stirred tank, air-lift and bubble column biore-
actors have already been operated successfully with
suspension cultures of mammalian cells (Sambanis
and Hu 2008; Doelle et al. 2009; Handa-Corrigan et al.
1989). The selection of bioreactors to produce a
particular biopharmaceutical from this type of animal
cells has to meet special demands such as gentle
aeration and agitation in order to avoid cell damage, in
parallel some process parameters like pH, temperature
and dissolved oxygen must be well controlled (Doelle
et al. 2009). Concentrations of toxic metabolites
(lactate and ammonia) need to be at low levels (Doelle
et al. 2009; Cruz et al. 2000a). The main goal in this
task is to obtain high cell and/or product
concentration.

The aims of this work was to determine the
influence of aeration-homogenization system in stirred
tank bioreactors at different dissolved oxygen con-
centrations as well as pH control mode on BHK-21
cell growth and metabolism. The results could be
useful for optimizing viral vaccines production and
transient heterologous protein expression.

@ Springer

Materials and methods
Cell line and culture medium

BHK-21 (C-13) cells (Sigma-Aldrich ECACC Cell
Lines, Lyon, France) adapted to single cell suspension
culture were kindly supplied by Dr. Renaud Wagner
from Ecole Superieure Biotechnologie de Strasbourg
(France). The culture medium used had the following
composition by volume: Iscove’s Modified Dulbecco
Medium with glutamine and Phenol red (IMDM,
catalog number 12200-036, Gibco, Grand Island, NY,
USA) 45.5 %, High glucose Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, catalog number 12100-046,
Gibco, NY, USA) 45.5 %, heat inactivated fetal
bovine serum (Catalog number 10082-147, Gibco)
5 %, 10 % m/v Pluronic F-68 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) aqueous solution 2 %, and 4 mM
glutamine (Sigma-Aldrich) aqueous solution 2 %.

Inoculum preparation

One milliliter of BHK-21 cells (2 x 10° cell/mL) was
thawed and placed in a 75 cm’ tissue culture flask
(vertical position) with 30 mL of culture medium for
growing. Four days later, the cell suspension was used to
inoculate (0.12 x 10° cell/mL) consecutively other
tissue culture flasks with 25 and 75 cm?, enough culture
medium was added to reach final cellular suspensions of
10 and 30 mL, respectively. Inoculum for bioreactors
was generated from 100 to 250 mL spinner flasks
(Bellco Glass Inc., Vineland, NJ, USA), with operation
volumes of 50 and 100 mL, respectively; the stirring
speed was maintained at 30 rpm (Sci-Era quad drive
stirrer system with a stirrer (Bellco Biotechnology,
Vineland, NJ, USA). Spinners were previously inocu-
lated (0.25 x 10° cell/mL) from 75 cm? tissue culture
flask in the exponential phase. After 72 h, the inoculums
for bioreactors were ready, the cell concentration and
viability in spinners were 4.27 x 10° =4 0.85 x
10° cell/mL and 100 %, respectively. All the proce-
dures described in this section were performed in an
incubator (Thermoforma 3110, Marietta, OH, USA) at
37 °C and 5 % of carbon dioxide atmosphere.

Bioreactor cultures

Batch experiments in bioreactors were carried out in a
5 L Celligen (New Brunswick Scientific, Edison, NJ)
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without aeration cage and 2 L Bioflo 110 (New
Brunswick Scientific, Edison, NJ) at 37 °C, 80 rpm,
with 2 and 1 L working volumes, respectively. The
initial cell concentration was 0.25 x 10° cell/mL. For
each bioreactor, dissolved oxygen was studied at 10,
30 and 50 % air saturation throughout the batch and
the pH was controlled at 7.2 until possible using a gas
mixture (carbon dioxide, air, oxygen and nitrogen).
Two additional experiments were performed in Bioflo
110 at 30 and 50 % air saturation with controlling pH
at 7.2 during the whole batch time, adding NaHCO;
solution (8 % m/v) when necessary. Temperature, pH
and dissolved oxygen over the course of batch cultures
were online acquired by an in house LabVIEW
program (National Instruments, Austin, TX ,USA).
Other bioreactor operation parameters and aeration-
homogenization details are shown in Table 1.

Cell counting and sizing

The cells were counted using improved Neubauer
counting chamber (Precicolor, HBG, Giessen-Liitzellin-
den, Germany) with proper sample dilution with Phos-
phate Buffer Saline. Viable cells were quantified in
parallel using the trypan blue exclusion method (Augusto
et al. 2010).

In some samples cell concentration and size were
determined by Scepter handheld automated -cell
counter (Millipore, Billerica, MA, USA).

Nutrient and metabolite analysis

Five milliliter samples at different times during batches
were taken. They were centrifuged at 750g for 4 min
(Sorvall Biofuge Primo R Centrifuge, Thermo Elec-
tron Corp., Langenselbold, Germany). Subsequently,
supernants were filtered through 0.22 pm filter (Mil-

Glucose, lactate, glutamine and glutamate concen-
trations from supernant samples were measured using
enzyme-coupled reaction and electrochemical detec-
tion, in YSI 2700 Select Bioanalyzer (YSI Life
Sciences, Yellow Springs, OH, USA).

Ammonium quantification was performed by
means of enzymatic—colorimetric method at 340 nm
(EnzyChrom™ Ammonia/Ammonium Assay ~Kit
(ENH3-100), BioAssay Systems, Hayward, CA,
USA). Briefly, NADH was converted to NAD" in
the presence of NHj, ketoglutarate and glutamate
dehydrogenase. The decrease in optical density is
directly proportionate to ammonium and ammonia
concentration in the samples.

Estimation of maximum specific growth rate,
metabolite synthesis and nutrient consumption
factors

Maximum specific growth rate, .., was calculated
by plotting natural logarithm of viable cell concentra-
tion versus time during exponential phase (Augusto
et al. 2010).

Metabolite (lactate, glutamate and ammonium) to

cell yield (YM) for a given period was determined as
Eq. 1:
AM M(t,) — M (¢t
Yygjo = M _ Mta) = M(11) (1)
AX, Xv(l‘g) — Xv(ll)
where M(t,) and X, (t,) are metabolite and cell

concentration for a specific moment of the cell culture.
Nutrient (glucose and glutamine) consumption to

cell yield (Yﬂ) for a given period was calculated as
Eq. 2:
AN . N(t]) — N(tz)

lex-GV filter unit, Sao Paulo, Brazil) and frozen at Yoje = AX,  X,(t) — X,(t)) (2)

—20 °C until analysis of nutrients and metabolites.

Table 1 Some operation parameters and aeration—homogenization devices for each stirred tank bioreactor

Bioreactor Volumetric gas VVM (min~")* Aeration—homogenization device Ka (b~
flow (mL/min)

Celligen 400 0.2 Rotating gas-sparger 2.37

Bioflo 110 200 Classical (impeller for gas dispersion) 4.54

* VVM Volume of gas per liquid volume per minute

*% Kpa Volumetric oxygen transfer coefficient was determined experimentally by means of dynamic oxygen-electrode method

(Scargiali et al. 2010)
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where N(t,) is nutrient concentration for a specific
moment of the cell culture.
Nutrient to metabolite conversion yield coefficients

(Y%) (glutamine—ammonium and glucose—lactate

pairs), for a given time interval, were calculated as
Eq. 3:

AM M(1) — M(1)

AN~ N(u) — N(t) ®)

Yyn =
Cell specific oxygen consumption rate

The cell specific oxygen uptake rate (qO,, nmol O,
cell™" min™!) was determined by dynamic method
without modifications. It was quantified from the
depletion in the dissolved oxygen concentration after
stopping the gas flow. In this condition the mass
balance for the dissolved oxygen can be simplified as
Eq. 4. The qO, is obtained as the rate of oxygen uptake
ratio (OURy) and cell concentration (X,). OURy is
calculated from the slope of the plot of dissolved
oxygen concentration versus time after stopping gas
flow (Eq. 4) (Garcia-Ochoa et al. 2010). The proce-
dure was repeated at several moments during the batch
experiment. Specific oxygen consumption rate were
calculated assuming air saturation concentration of
0.21 mM for oxygen at 37 °C (Cruz et al. 2000a).

dC

— | = —qo, X, = —OUR 4
<dt>d e ‘ @
where (%)d is the accumulation of oxygen in the
liquid phase.
Results

Influence of aeration—homogenization system
in stirred tank bioreactors, dissolved oxygen
concentration (batches performed without base
addition to control pH)

The optimal dissolved oxygen concentration for batch
experiments without NaHCO; solution (8 % m/v)
addition was different for each bioreactor under study.
The highest maximum cell concentrations were
434 x 10° cell/mL and 4.59 x 10° cell/mL for Bioflo
110 (50 % DQO) and Celligen (10 % DO), respectively
(Table 2). As a rule the best batch cultures (maximum
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cell concentration as a criterion) with this kind of partial
pH control were associated to longer times of culture
with pH values oscillating around 7.2. The pH decrease
for Bioflo 110 (50 % DO) and Celligen (10 % DO)
appeared at 2.75 and 2.32 days, in that order (Fig. 1).
Simultaneously, the ammonium and lactate synthesis
factors were lower than those related to other batches
performed at different DO in this pH control condition
(Table 2). The glutamine and glucose metabolism at
optimal DO conditions were more efficient. Specifi-
cally, for glucose, values of lactate-glucose conversion
factors were the lowest and distant of 2 (theoretical
value for total conversion to lactate) (Table 2).

The P« values were in the 1.30-1.93 day_1 and
1.49-1.81 day~ " ranges for Bioflo 110 and Celligen,
respectively (Table 2). The end of exponential phase
in all experiments was around 2 days after bioreactor
inoculation (Fig. 2). In almost all experiments, the
viability was inferior to 90 % after 4 days from the
inoculum, the exception was the batch performed in
Celligen at 10 % DO (cell viability = 92.9 %)
(Fig. 2d). This batch matched with the lowest ammo-
nium synthesis (Table 2).

Influence of pH control mode

When pH was controlled during the whole batch,
similar (50 % DO) and improved (30 % DO) values of
maximum cell concentrations with respect to those for
batches without base solution addition were observed
(Table 2; Fig. 2). Concurrently, the glucose was
totally exhausted (Fig. 2).

Glutamine consumption to cell yields for the batch
performed at 30 % DO with base addition was lower
than the same batch without NaHCO5 solution (8 %
m/v) addition at the end of the exponential phase
(36 %) and maximum cell concentration (39 %),
meanwhile the same values for this parameter were
observed at 50 % DO with both pH control modes
(Table 2). Besides, the yield of lactate and ammonium
per cell were also inferior at 30 % DO with base
addition with respect to similar batches without base
addition. Opposite performance was observed at 50 %
DO (Table 2).

General findings

Discrepancies between cell counting by hemocytom-
eter and scepter handheld automated cell counter were
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Fig. 1 pH profiles for the A .
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detected. This was most evident for cell concentration
higher than 3.5 x 10° cell/mL (Table 2). Probably,
the changes of culture medium at high cell concentra-
tion interfere in impedance-based particle detection
used by the scepter counter.

The oxygen cell consumption was higher in batches
performed without base addition in Celligen. How-
ever, in both experimental conditions, a decrease in the
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1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5
Time (days)

= - Celligen-30% DO +<=++* Celligen-50% DO

cell specific oxygen consumption rate throughout the
experiment was confirmed (Fig. 3). At the end of the
batches, the qO, values were similar (1.14—4.75 1077
nmol O, cell™! mjn_]). A similar inverse relationship
between cell size and culture time was also observed.
As a conclusion, for this parameter, highest maximum
cell concentrations were associated to smallest cell
size at the end of batch culture. When maximum cell
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Fig. 2 Profiles of viable
cell concentration, cell
viability, nutrients
(glutamine and D-glucose)
and metabolites (glutamate,
ammonium and L-Lactate).
a Bioflo 110-10 % DO.

b Bioflo 110-30 % DO.

¢ Bioflo 110-50 % DO.

d Celligen-10 % DO.

e Celligen-30 % DO.
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Fig. 2 continued
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concentrations were higher than 4 x 10° cell/mL, the
cell sizes were smaller than 11 pum (Fig. 4).

Discussion

Despite the high number of publications about BHK-
21 culture in bioreactors and metabolism (Kallel et al.
2003; Perrin et al. 1995; Teixeira et al. 2005; Cruz
et al. 2000b), combined studies about different biore-
actors assessment at different dissolved oxygen con-
centrations are not often addressed. Similarly, the
impact of pH control mode (with or without base
addition) is not usually set.

In the present work a classical stirred tank biore-
actor (Bioflo 110) was compared to a modified cell lift
impeller bioreactor (Celligen) (Mirro and Voll 2009).
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The modifications consisted of removing the aeration
cage (useful for cell culture with microcarriers) and
the working volume level was lower in relation to the
discharge ports. Thus, the agitation device was a
rotating gas-sparger. To avoid cell damage caused by
shear forces resulting from mechanical agitation and
aeration, it was included in culture medium compo-
sition, Pluronic F-68 (0.2 % m/v) was included in
culture medium composition, its protecting effect was
reinforced with fetal bovine serum addition (Molina-
Grima et al. 1997).

The maximum cell concentrations (1.85—4.94 x
10° cell/mL, Table 2) for both bioreactors under
study, operating in different conditions, were higher or
similar to other reported values for this parameter in
BHK-21 or recombinant BHK-21 cells suspension
cultures using fetal bovine serum or serum-free or
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protein-free media in batch mode (1—3.2 x 10° cell/
mL) (Handa-Corrigan et al. 1989; Cruz et al. 2002;
Moreira et al. 1995; Ishaque et al. 2007). In general, the
studies related with increase of cell concentration in
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BHK-21 cell lines are focused on the optimization of
the glutamine and glucose metabolism (Cruz et al.
2000a; Cruz et al. 2000b; Butler and Jenkins 1989).
Rarely, the influence of cell physical environment and
the concentration of other important molecule for both
metabolic pathways, oxygen, are explored for this
purpose. In the present work, low glucose and gluta-
mine consumption to cell yield, as well as low lactate-
glucose and ammonium-glutamine yield coefficients
were observed in both bioreactors when highest
maximum cell concentrations were reached (Table 2).
This suggests that 10 and 50 % DO for Celligen and
Bioflo 110 (without base addition) are proper condi-
tions for more efficient glucose and glutamine metab-
olism of BHK-21 cell with a culture medium with 4 g/
L of glucose and 3.72 mM of glutamine. The earlier
drop of initial pH (7.2) (Fig. 1) in those experiments
with low values of maximum cell concentration could
be explained by the high production of lactate and
ammonium, metabolites responsible for pH decrease
and growth inhibition (Cruz et al. 2000a). However,
carbon dioxide (CO,) accumulation effect (inducing
pH decrease) in culture media should not be neglected.
The differences between optimal DO for each biore-
actor could be justified by different efficient conditions
for CO, stripping out. It has been reported that aeration
systems designed for effective oxygen transfer will not
necessarily be efficient for CO, removal (Birch 2010).
Probably, gas mixtures to keep constant low DO
(10 %) are suitable to CO, stripping from culture broth
and favoring BHK-21 metabolism and respiration in a
stirred tank bioreactor with a rotating gas-sparger
(Celligen with modifications).

The effective pH control throughout the whole
batch prevents the intracellular acidification and as a
consequence, normal cell physiology is guaranteed.
Thus the negative effects of lactate and ammonium
ions is reduced, because of the reduction of their
intrinsic toxicity and osmolarity effects. Therefore, the
improvement of maximum cell concentration and
glutamine consumption to cell yield at 30 % DO in the
Bioflo 110 as well as the total glucose total consump-
tion (30 and 50 % DO) when base solution was added
is justified by this pH control mode in bioreactor
(Table 2; Fig. 2b, e). However, an increase in the
maximum cell concentration was not observed at
50 % DO. Probably, the bioconversion yield (Y%, Yeu)

without or with base addition was similar because gas
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mixture compositions at this DO are able to maintain
pH constant until the minimum limit value for
glutamine consumption to cell yield for BHK-21 cell
line at 50 % DO. Thus, it was demonstrated that base
addition to control pH at 7.2 was not necessary to
improved maximum cell concentration at 50 % DO in
the Bioflo 110 bioreactor (Figs. 1a, 2c, h).

Based on the direct relationship between the end of
the exponential phase and glutamine depletion, gluta-
mine could be considered the limiting substrate.
However, the increase of this amino acid concentra-
tion in culture medium is not a suitable alternative in
order to increase maximum cell concentration because
high ammonium synthesis could be induced at gluta-
mine concentration above 4 mM (Butler and Jenkins
1989). Ammonium levels for this culture medium
(3.72 mM of glutamine) were already high enough to
promote apoptosis in BHK cells (>2 mM) (Teixeira
et al. 2005). In addition, ammonium is released by
cells due to the amino acids (Schneider et al. 1996),
and not only due to glutamine metabolism; the values
of Yyg, /1, are much lower than 2 (theoretical value
for a complete oxidation of glutamine through the
tricarboxylic acid cycle) (Table 2). This result sug-
gests that glucose is the principal energetic source for
BHK cells in both bioreactors in the 10-50 % DO
range, in particular for Celligen 10 % DO (Table 2).
On the other hand, batch with low maximum cell
concentrations in Celligen (30 and 50 % DO) were
associated to high Ygy, G, values. This could be
justified by the enhanced action of glutaminase
(responsible for enzymatic glutamine degradation into
glutamate and ammonium in bioreaction broth) con-
tained in fetal bovine serum (Ozturk and Palsson
1990), at 30 and 50 % DO in the rotating gas-sparger
bioreactor (Table 2).

Considering that lactate was only produced by
aerobic glycolysis (lactate formation is also possible
from glutamine (Schneider et al. 1996)), more than
64 % (YLM/G,U = 1.28) of glucose was metabolized
following this metabolic route for all experiments
(Table 2); the rest was metabolized through tricar-
boxylic acid cycle. Under normal condition, mamma-
lian cells in bioreactors consume large amounts of
glucose; nearly 90 % of this monosaccharide is
converted to lactate (Mulukutla et al. 2010). For DO
concentration which ensures highest cell concentra-
tion in Celligen without aeration cage (10 % air

saturation), upto 71 % of glucose was converted to
lactate. With the same criterion, for the best conditions
in stirred tank bioreactor assessed in this work (DO at
30 % air saturation and pH control with base solution
addition), the lactate—glucose conversion percentage
was at most of 66 %. Thus, the use of glucose in
optimal conditions for both bioreactors was similar to
other reported values for BHK-21 culture at high
glucose concentrations (¥p4./gic» in 1.5-1.6 mol/mol
range) (Cruz et al. 1999) and suitable for mammalian
cell culture (much less than 90 %) (Mulukutla et al.
2010).

The maximum lactate concentration at the end of
the exponential phase among performed batches was
2.33 g/L (26 mM), for Celligen at 30 % air saturation
(Fig. 2). Therefore, the BHK-21 cell culture in condi-
tions considered in this work should not be inhibited by
lactate, because it has been reported that inhibitory
lactate concentrations for BHK-21 cells were around
28 mM in suspension cultures (Cruz et al. 2000a).

The proximity of conversion factors for two critical
moments of the batch (Table 2), the end of the
exponential phase and the maximum cell concentra-
tion, was confirmed. In general, the time difference is
around 12 h. This also suggests a substrate (gluta-
mine) inhibition of growth as was previously men-
tioned (Radlett et al. 1971).

The maximum specific growth rate for mammalian
cells varies in the range of 0.55-1.39 day ™' (Dietmair
et al. 2012). In both Celligen and Bioflo BHK-21
cultures, the maximum specific growth rates were
higher or next to the superior limit of the usual range
for this variable (Table 2). This is an important
parameter for maximizing production of viruses when
they are more active in cycling cells. It has been
demonstrated by several authors that enhanced cell
growth rates should lead to an increased viral produc-
tion rate (Merten 2004). Thus, BHK-21 cell line,
culture medium and bioreactor configurations used in
this study are suitable for viral vaccine manufacturing,
transient protein expression and gene therapy vector
production.

Regarding, cell specific oxygen uptake rates, their
profiles and values for evaluated conditions in both
bioreactors were similar to others as previously
reported (Cruz et al. 2000a; Cruz et al. 1999) for the
BHK-21 cell line at high initial glucose concentration
(4 g/L). The decrease of cell specific oxygen uptake
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rates over the course of bioconversion could be
justified by changes in medium composition and cell
growth phase (Garcia-Ochoa et al. 2010; Jorjani and
Ozturk 1999). The lactate concentration increase has a
direct influence on cell specific oxygen uptake rate
decrease (Cruz et al. 2000a). Higher initial cell specific
oxygen uptake rates in Celligen is an evidence of more
efficient glucose metabolism in this bioreactor com-
pared to the Bioflo 110 bioreactor at the beginning of
batches (Fig. 3).

Low cell size was an indicative of the high cell
concentration in both bioreactor (Figs. 2, 4). One of
the causes of this relationship could be the osmolarity
increase. Higher osmolarity results in a decrease of
cell volume due to the enhanced efflux of water
(Seewoster and Lehmann 1997). It has been reported
that accumulation of lactate leads to high osmolarity
(Li et al. 2010). As high lactate concentrations were
directly correlated with high cell concentrations
(Fig. 2), this metabolite could be the main component
for the increase in osmolarity.

Conclusion

Taking into consideration the highest maximum BHK-
21 cell concentration as choice criterion, best dis-
solved oxygen concentrations for assessed stirred tank
bioreactors were 10 (rotating gas-sparger) and 50 %
(with impeller for gas dispersion) air saturation. As a
consequence, the impact of aeration—homogenization
system on BHK-21 cell growth and metabolism was
quantified. These findings are valid when no NaHCO;
solution (8 % m/v) is added to control pH. Addition of
base solution in conjunction with CO, in aeration
mixtures could be significant, but it depends on
dissolved oxygen concentration. In this work, maxi-
mum BHK-21 cell concentration at 30 % air satura-
tion in classical stirred tank was improved in 36 %
when the pH was controlled during the whole biore-
action time with respect to a similar experiment
perfomed without base addition. Nevertheless, no
differences were detected for 50 % air saturation for
the same bioreactor. The optimal parameters defined
in this work allow for bioprocess development for
manufacturing of viral vaccines, transient protein
expression and viral vector production for gene
therapy purposes based on the use BHK-21 cells
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grown in suspension in two types of bioreactors
operating in batch mode.
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Abstract Since the recombinant thyroid-stimulating hormone (thTSH) is secreted by
stably transfected Chinese hamster ovary (CHO-hTSH) cells, a bioprocess consisting of
immobilizing the cells on a substrate allowing their multiplication is very suitable for
rhTSH recovering from supernatants at relative high degree of purity. In addition, such a
system has also the advantage of easily allowing delicate manipulations of culture medium
replacement. In the present study, we show the development of a laboratory scale
bioprocess protocol of CHO-hTSH cell cultures on cytodex microcarriers (MCs) ina 1 L
bioreactor, for the preparation of thTSH batches in view of structure/function studies. CHO-
hTSH cells were cultivated on a fetal bovine serum supplemented medium during cell
growth phase. For thTSH synthesis phase, 75% of supernatant was replaced by animal
protein-free medium every 24 h. Cell cultures were monitored for agitation (rpm),
temperature (°C), dissolved oxygen (% DO), pH, cell concentration, MCs coverage,
glucose consumption, lactate production, and rhTSH expression. The results indicate
that the amount of MCs in the culture and the cell concentration at the beginning of
rhTSH synthesis phase were crucial parameters for improving the final rthTSH
production. By cultivating the CHO-hTSH cells with an initial cell seeding of four
cells/MC on 4 g/l of MCs with a repeated fed batch mode of operation at 40 rpm,
37 °C, 20% DO, and pH 7.2 and starting the thTSH synthesis phase with 3 X 10° cells/
mL, we were able to supply the cultures with enough glucose, to maintain low levels of
lactate, and to provide high percent (~80%) of fully covered MCs for a long period
(5 days) and attain a high cell concentration (~9x10° cells/mL). The novelty of the
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present study is represented by the establishment of cell culture conditions allowing us to
produce ~1.6 mg/L of thTSH in an already suitable degree of purity. Batches of produced
rhTSH were purified and showed biological activity.

Keywords rhTSH - CHO cells - Microcarriers - Animal cells - Protein expression - Bioreactor

Abbreviation

rthTSH Recombinant thyroid-stimulating hormone
CHO  Chinese hamster ovary

MCs Cytodex microcarriers

DO Dissolved oxygen

Introduction

Human thyroid-stimulating hormone (hTSH), also known as thyrotropin, is a peptide
hormone synthesized in the anterior pituitary gland which regulates the endocrine function
of the thyroid gland. It is a glycoprotein and consists of two subunits, the alpha and the beta
subunit. The alpha TSH subunit shares the same aminoacid sequence of human chorionic
gonadotropin, luteinizing hormone, and human follicle-stimulating hormone. Although
with different N-glican structure [1, 2], the hTSH beta subunit is unique for hTSH and
determines its function. hTSH has an outstanding clinical interest, being used for diagnosis
and therapy of thyroid cancer, a tumor occurring at 17,000 new cases in USA [3, 4].

Recombinant human TSH (thTSH) synthesized and secreted by animal cells in culture
fulfills the requirements to be used clinically for thyroid cancer management [5, 6]. thTSH
can also be efficiently used for diagnosis of thyroid dysfunctions. Several fundamental
studies, such as thyroid mapping or structure/function relationship of cell receptors, can
also be carried out using well purified and functional thTSH [7, 8].

Nevertheless, bioprocesses producing thTSH in required amounts are laborious and time
consuming. Since CHO cells have been the cell of choice to transfect and synthesize thTSH
[4, 9, 10], basically two main bioprocess technologies are available. They rely on a
particular characteristic of these cells: growing attached to a surface or free in suspension
[11-14]. These two technologies have been used and show advantages and disadvantages
[15]. In general, responses of the specific productivities to suspension or adherent CHO cell
culture conditions differed significantly among cell lines [15]. Free suspension CHO cell
cultures are easy to handle and to scale-up, but since thTSH is secreted in the supernatant
by cultured cells, the adherent cell technology with microcarriers may save efforts and costs
during rhTSH harvest and purification and is still used by several academic and industrial
groups [9].

Increase in CHO cells upstream productivity has been the result of considerable effort
both on the biological and the process engineering level. Nevertheless, the results cannot
automatically be transferred to other classes of recombinant products. Signal molecules
such as hormones are among potential CHO cell products for which process development
still need optimizations.

The literature is poor in terms of bioprocess for rhTSH production by CHO cells, focus
essentially on downstream process and basically only one company is supplying the thTSH
[9]. The novelty of the work presented here was to establish a productive and reliable
upstream protocol for adherent CHO-hTSH cell cultures on higher microcarrier
concentration in a bioreactor, in order to provide suitable guideline to prepare rhTSH
batches for purification and biological function studies.
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Material and Methods

A clone, obtained in our laboratory, derived from CHO DHFR cells (mutant line DXB11),
co-transfected with the dicistronic vectors pEDdc-« and pEAdc-PTSH and expressing
hTSH [4], was used in this work.

A CHO-hTSH cell bank was used throughout the study. The cells were firstly grown on
T-flasks (Corning, Sdo Paulo, Brazil) with minimal essential medium alpha medium
(«MEM; Invitrogen Life Technologies GIBCO, Sao Paulo, Brazil) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS; Cultilab, Campinas, Brazil) and then transferred to a 1 L
BioFlo110 bioreactor (New Brunswick Scientific, NJ, USA) using the same medium.
Cultures were then monitored and controlled for agitation (rpm—40), temperature (t°—37 °C)
and dissolved oxygen (DO—20%). Data was online acquired by a homemade LabVIEW
program (National Instruments, Austin, TX). Cytodex microcarriers (MCs; GE Healthcare Bio-
Sciences, Uppsala, Sweden) at different concentrations (2 or 4 g/L) were hydrated with 100 mL
PBS for 24 h at 37 °C, and CHO-hTSH cell culture runs in the bioreactors were started with a
cell seeding of 10° cells/mL.

For the initial cell growth phase, the cultures were maintained in xMEM + 10% FBS.
The rhTSH production phase was started with Chinese hamster ovary serum-free medium
(CHO-S-SFM II; Invitrogen Life Technologies GIBCO, Sao Paulo, Brazil) at different cell
concentrations (0.3, 1, or 3x10° cells/mL), depending on the assay, with a repeated fed
batch mode of operation consisting of 75% CHO-S-SFM II volume change every 24 h. The
harvested CHO-hTSH cell supernatants were stored at —20 °C for rhTSH quantification,
purification, and bioactivity evaluation.

Samples were collected periodically and kinetic studies were made by analyzing cell
growth, metabolism, and rhTSH production. Cell concentration (x10° cells/mL) was
determined in hematocytometer counting camber, Neubauer, by counting stained nuclei
isolated from cells treated with 0.1 M citric acid (Merck Chemicals, Sdo Paulo, Brazil) and
0.2% w/v crystal violet (Merck Chemicals, Sao Paulo, Brazil). Specific cell growth (uX and
Imax) Was calculated with line equation on In X/Xo graphics with Excel Software
(Microsoft, USA). Contamination control was performed by culturing supernatant samples
in appropriated medium and by observing culture parameters such as pH and DO. No
contamination was found throughout the study.

Glucose and lactate (g/L) were measured in an YSI 2,700 (Yellow Spring Instrument,
OH, USA) biochemistry analyzer. thTSH was quantified by immunoradiometric assay [16,
17] and was expressed as specific thTSH (ug/10° cells) synthesis or thTSH volumetric
(rthTSH/mL) production. A purification strategy, already described in detail [18], was used
to purify the produced rhTSH batches. The biological activity of the purified CHO-hTSH
derived thTSH was evaluated by an in vivo bioassay in which rhTSH-induced T, is
measured after suppression of endogenous TSH by administration of T3 in BALB/c mice
[18].

Results

The experiments in the present study were conducted in order to optimize rhTSH
production by CHO-hTSH cells upon cultivation on cytodex MCs in a 1 L bioreactor. The
main parameters studied for this purpose were the MCs concentration (2 or 4 g/L) in
cultures and the cell concentration (0.3 to 3x10° cells/mL) for starting the repeated batch
cultures.
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A CHO-hTSH cell population was previously established [4] and have been shown to
synthesize thTSH upon cultivation with alpha minimal essential medium supplemented
with 10% fetal bovine serum (xMEM + 10% FBS) in T-flasks [19] or MCs suspension
cultures in spinners (data not shown). The present study assayed CHO-hTSH cultures in
bioreactors establishing a cell growth phase with «MEM + 10% FBS and a rhTSH
production phase with CHO-S-SFM 1.

Previous studies on spinners or bioreactors have shown that best conditions of CHO-
hTSH cell growth and thTSH production were obtained under the following conditions:
37 °C, 40 rpm, 20% DO. A 75% medium change every 24 h was shown to enable the
cultures to be performed with suitable levels of glucose and lactate (data not shown).

As shown in Fig. 1, CHO-hTSH cell cultures on 2 g/LL of MCs and initial thTSH
production phase with 0.3x10° cells were monitored and controlled at 40 rpm, 37 °C, pH
7.2, and 20% DO (Fig. 1a). Evaluation of MCs cell loading showed that the initial cell
seeding (eight cells/MC) and the initial culture conditions enable a process with no empty
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Fig. 1 CHO-hTSH cell culture: 2 g/L of MCs with thTSH production phase at 0.3x10° cells/mL. a
Monitoring and control of agitation (rpm), temperature (¢, °C), pH, and dissolved oxygen (DO). b Kinetics of
MC coverage (% MCs). ¢ Kinetics of glucose consumption and lactate production (g/L). d Kinetics of cell
multiplication (cells/mL), specific cell growth (X and jimay), and specific thTSH synthesis (ug/10° cells). e
Kinetics of volumetric thTSH production (g/L). Arrows indicate medium replacement. Dashed line indicates
cell growth phase; continuous line indicates rhTSH production phase
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MC throughout the cell culture. Fully covered MCs reach values not higher than 60% to
75% during 2 to 3 days of the thTSH production phase (Fig. 1b). Glucose and lactate
concentrations remained during the whole culture period in, respectively, high and low
levels (Fig. 1c). CHO-hTSH cells growth slowly reached a density of ~10° cells/mL at
day 5, with a uX of 0.46 day ' and a fia, of 0.49 day . Specific thTSH synthesis, with an
average value of 0.097 pg/10° cells, was shown to be inversely proportional to cell growth
(Fig. 1d) and volumetric thTSH production was of the order of 1 mg/L (Fig. le). The
assayed culture conditions allowed a thTSH production phase of 5 days and the preparation
of 3.7 mg of thTSH in a total harvested volume of 3.75 L.

With the aim of improving the culture conditions by providing a better MCs loading and
extending the rhTSH production phase, we designed a CHO-hTSH cell culture assay with
an optimized cell growth phase by initiating the thTSH production phase with a higher cell
concentration. Conditions used for establishing initial steps of cell culture (cell growth
phase), as described below, led to a higher and sustained rthTSH synthesis (production
phase).

As shown in Fig. 2, CHO-hTSH cell cultures on 2 g/ of MCs and initial thTSH
production phase with 10° cells were also monitored and controlled at 40 rpm, 37 °C, pH
7.2, and 20% DO (Fig. 2a). Evaluation of MCs cell loading showed that fully covered MCs
reach values higher than 80% during 5 days of the rhTSH production phase (Fig. 2b).
Glucose and lactate concentrations remained during the whole culture period in suitable
levels (Fig. 2c, d). CHO-hTSH cells growth attained and remained at high cell density
(~1.8x10° cells/mL) for 5 days, with a uX of 0.47 day " and a fimay of 0.58 day . Specific
thTSH synthesis, with an average value of 0.044 pg/10° cells, was again shown to be
inversely proportional to the cells growth (Fig. 2e) and volumetric thTSH production
enabled the preparation of 0.68 mg/L (Fig. 2f). The assayed culture conditions allowed a
rhTSH production phase of 7.5 days and the production of 4.1 mg of rhTSH in a total
harvested volume of 6 L.

The above data showed us that an extended CHO-hTSH growth phase allowed a longer
rhTSH production phase with a better MC loading. The lower specific thTSH synthesis
associated to the cell concentration led to a lower volumetric thTSH production.

With the aim of improving the CHO-hTSH cell density in the culture and keeping the
previous productive conditions, we designed a CHO-hTSH cell culture assay with a higher MC
concentration (4 g/L) and initiating the rhTSH production phase with a 3x 10° cells/mL.

As shown in Fig. 3, CHO-hTSH cell cultures on 4 g/L of MCs and initial thTSH
production phase with 3x10° cells were also efficiently monitored and controlled at 40 rpm,
37 °C, pH 7.2, and 20% DO (Fig. 3a). Evaluation of MCs cell loading showed that fully
covered MCs reach values higher than 70% during 5 days of the thTSH production phase
(Fig. 3b). Glucose and lactate concentrations remained during the whole culture period in
suitable levels (Fig. 3c). CHO-hTSH cells growth attained and remained at high cell density
(~2x10° cells/mL) for 6 days with a pX of 0.63 day ' and a juyay of 0.67 day . Specific
thTSH synthesis, with an average value of 0.048 pg/10’ cells, was maintained in these culture
conditions (Fig. 3d) and volumetric thTSH production enabled the preparation of 1.6 mg/L
(Fig. 3e). The assayed culture conditions allowed a thTSH production phase of 7.5 days and
the production of 9.6 mg of rhTSH in a total harvested volume of 6 L.

Data shown in Fig. 3 indicate that the established bioprocess conditions (higher MC
concentration and thTSH production phase) enabled the CHO-hTSH cell cultures to be
performed in better conditions of cell growth and thTSH synthesis, leading consequently to
a higher rhTSH volumetric production. The higher cell concentration attained associated to
the steady specific thTSH synthesis led to a higher volumetric thTSH production.
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MC coverage (% MCs). ¢ Kinetics of glucose consumption (g/L). d Kinetics of lactate production (g/L). e
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(ng/10° cells). f Kinetics of volumetric thTSH production (g/L). Arrows indicate medium replacement.
Dashed line indicates cell growth phase; continuous line indicates thTSH production phase

The produced batches of thTSH were purified and when tested via a precise, single-dose
in vivo bioassay, based on thyroxine stimulation in mice, confirmed their bioactivity.
Compared with Thyrogen, our purified thTSH presented a relative potency of 1.03.

Discussion
rhTSH has been shown to have a broad application in diagnosis, treatment, and
fundamental investigation of thyroid physiopathology [6-8]. Nevertheless, the relative

complexity of its carbohydrate structure, which to the large extent determines its function,
requires its synthesis and its purification in genetically modified mammalian cell cultures
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Fig. 3 CHO-hTSH cell culture: 4 g/ of MCs with thTSH production phase at 3x10° cells/mL. a
Monitoring and control of agitation (rpm), temperature (¢, °C), pH, and dissolved oxygen (DO). b Kinetics of
MC coverage (% MCs). ¢ Kinetics of glucose consumption (g/L). d Kinetics of lactate production (g/L). e
Kinetics of cell multiplication (cells/mL), specific cell growth (uX and fi,x), and specific thTSH synthesis
(ug/10° cells). f Kinetics of volumetric thTSH production (g/L). Arrows indicate medium replacement.
Dashed line indicates cell growth phase; continuous line indicate thTSH production phase

[20, 21]. The CHO cells have been the cell substrate of choice for rhTSH preparation [4, 7,
9, 10]. CHO cell lines are capable of growing as adherent cells on a large variety of
supports as well as free in suspension [11-14]. These characteristics of CHO cell lines
(adherent x suspension) determine quite specific and particular bioprocesses, which show
advantages and disadvantages. The election of a bioprocess to be used is usually defined by
the aim of the study and specific productivity of the cell line.

In view of the limited literature disposable concerning upstream processes with CHO-
hTSH cells [9], we developed in the present study optimized CHO-hTSH cell cultures on
microcarriers in bioreactors in view of producing rhTSH batches for purification and
functional studies. The process established, based essentially on higher MCs concentration,
allowed us to easily harvest rhTSH containing supernatants, to establish a simple repeated
fed batch process by partially changing cell culture medium, and to preserve the
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synthesized thTSH due to not only a removal of cell culture metabolites but also due to a
physical separation between the cell content (attached to MCs) and rhTSH (in supernatants
free to cell derived proteases).

Following preliminary studies determining basic conditions such as the cell culture
temperature, agitation, pH, and dissolved oxygen (data not shown), the main rational for the
present study was to establish the thTSH synthesis phase based on kinetic conditions of cell
growth and thTSH synthesis. For that we assayed different MC concentrations (2 or 4 g/L)
and different cell concentrations for initiating the thTSH synthesis phase (from 0.3 to 3%
10° cells/mL).

Data shown indicate that by using low MC concentration (2 g/L) and low cell
concentration for the thTSH synthesis phase (0.3x10° cells/mL) we had a relatively low
specific cell growth (uX=0.46 day ' and jim.,=0.49 day ') leading to low cell
concentration (10° cells/mL) and low MC loading (60% to 75% of MCs fully covered).
Consequently, a short thTSH synthesis phase (5 days) could be established with high
specific thTSH synthesis (0.097 11g/10° cells) but low volumetric thTSH production (1 mg/L;
Fig. 1). Cell cultures performed with the same MC concentration (2 g/L) but a higher cell
concentration for the thTSH synthesis phase (10° cells/mL), allowed a higher specific cell
growth (uX=0.47 day ' and june=0.58 day '), which led to slightly higher cell
concentration (1.7x10° cells/mL) and a higher MC loading (>80% of MCs fully covered).
A longer thTSH synthesis phase (7.5 days) could be established. Nevertheless, a lower
specific thTSH synthesis (0.044 pg/10° cells) was observed which associated to the cell
concentration attained led to a lower volumetric thTSH production (0.68 mg/L; Fig. 2). The
cell cultures performed with higher MC concentration (4 g/L) and higher cell concentration
for the thTSH synthesis phase (3% 10° cells/mL), showed higher specific cell growth (uX=
0.63 day ' and pimax=0.67 day ') which led to higher cell concentration (9x10° cells/mL)
and suitable MC loading (> 70% of MCs fully covered). The higher cell concentration
attained associated to the steady specific thTSH synthesis (0.048 pg/10° cells) during the
same thTSH synthesis phase (7.5 days), led to a higher volumetric thTSH production
(1.6 mg/L; Fig. 3).

Taken together, the results show crucial effects of MC surface availability as well as
kinetics of cell multiplication on the microcarrier for production of thTSH synthesized and
secreted by CHO-hTSH cells. Since the specific thTSH synthesis has always shown an
inverse correlation with the cell growth, the main challenge for optimization of volumetric
rhTSH production was to improve the cell density in culture and keep the specific thTSH
synthesis in suitable levels. As we have shown, this could be achieved by providing the
cultures with higher MC concentration and starting the thTSH synthesis phase with a high
cell density.

By using the above described optimized production protocol, representing a novelty on
upstream adherent cell culture conditions, several thTSH crude batches were produced and
successfully purified showing suitable bioactivity.
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