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RESUMO

LUCHESE, M. D. Desenvolvimento de anti-hnTNFa terapéutico. 2015. 126 f. Tese (Doutorado
em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, So Paulo,
2015.

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) ¢ uma importante citocina pro-inflamatéria que participa
da homeostase da resposta imune. Quando produzido em concentragdes exacerbadas, o TNFa é
nocivo ao organismo, estando associado a patogénese de doencgas autoimunes e inflamatérias
crénicas como artrite reumatoide e doenga de Crohn, entre outras. Os antagonistas de TNFa s&o
capazes de neutralizar seletivamente a funcdo bioldgica da citocina acarretando na remisséo
sintomética clinica. No Brasil, a importacdo do medicamento de alto custo pelo Ministério da
Saude atribui gastos exorbitantes ao Sistema Unico de Sadde, e sua disponibilizacdo acaba
restrita a pacientes com diagnostico de doenca em estagio avancado ou aos contemplados por
decretos de acdes judiciais. O objetivo do projeto foi desenvolver um anticorpo terapéutico anti-
hTNFa com potencial para producdo nacional através da geracdo de linhagem monoclonal
eucariotica e comprovar sua funcionalidade. Os genes de cadeia leve e pesada de anti-hTNFa
foram clonados em vetor plasmidial para lipofeccdo em hospedeiro CHO e a populagédo estavel
mista de transfectantes foi selecionada diferencialmente com o0s agentes puromicina e
metotrexato, em duas fases de concentracdo crescente. As analises do sobrenadante de cultivo
mostraram expressdo extracelular do anticorpo com reconhecimento de hTNFo em estrutura
tridimensional. A populacdo celular de maior produtividade especifica foi escolhida e cultivada
em meio semissolido para geracdo da linhagem monoclonal. O cultivo foi analisado pelo
equipamento robotico ClonePix FL, onde do total de 4345 col6nias observadas, 460 foram
identificadas com aspecto de monoclonalidade e transferidas para placas de 96 pogos contendo
meio de cultivo liquido. Os clones foram ampliados em placas de 24, de 6, garrafas T25 ou
frascos SF125 na medida em que apresentavam confluéncia >70% e/ ou eram escolhidos ao
longo do processo com base em critérios de produtividade especifica e adaptacdo a condicdes de
cultivo. Por fim, 33 clones estaveis em agitacdo orbital foram classificados para um cultivo de 14
dias em batelada alimentada para determinar a produtividade acumulada. O anti-hTNFa
produzido pelos diferentes clones foi purificado por cromatografia de afinidade em proteina A e
avaliado frente a cinética de ligacao ao TNFa por ressonancia plasménica de superficie,
mostrando equivaléncia entre todos os anticorpos, incluindo controle comercial. Ndo houve
também diferenca estatistica entre o reconhecimento diferencial dos anticorpos por receptores do
tipo Fcy. O ensaio de atividade funcional realizado com o anti-TNFa produzido pelos 11
melhores clones mostrou que o imunobioldgico desenvolvido foi capaz de neutralizar a
citotoxicidade induzida por TNFa em fibroblasto murino L929 sensibilizado com actinomicina-
D, sem causar toxicidade celular. Trés anticorpos, entretanto, apresentaram resultados
insatisfatérios e foram descontinuados. Os demais foram submetidos a confirmacdo da atividade
antagonista a TNFa em um segundo experimento, comprovando inibicdo da expressdo de
moléculas de adesdo em células HUVEC. A estabilidade de expressdo continua permitiu
identificar os trés melhores clones, estaveis por, pelo menos, 60 geracdes. Os resultados finais de
comparabilidade entre o anti-TNFa desenvolvido e o comercial ndo permitiram justifica-lo como
um anticorpo biossuperior (biobetter), entretanto, representam um passo importante de “nao
inferioridade”, parte do processo necessario ao desenvolvimento de um biossimilar.



Palavras-chave: TNFa. Anticorpo terapéutico. Autoimunidade. Células CHO. Geracdo de
linhagem celular. Biossimilar/biossuperior.



ABSTRACT

LUCHESE, M. D. Development of therapeutic anti-hTNFa. 2015. 126 p. Doctoral Thesis
(Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

Tumor necrosis factor alpha (TNFa) is a potent proinflammatory cytokine that mediates the
homeostasis of immune responses. The exacerbated production of TNFa is detrimental to the
organism, being associated with the pathogenesis of autoimmune and chronic inflammatory
diseases such as rheumatoid arthritis and Crohn's disease. The therapeutic TNFao antagonists are
able to selectively neutralize the biological function of the cytokine resulting in remission of the
clinical symptoms. In Brazil, the importation of the biopharmaceutical by the Ministry of Health
assigns extremely high expenditures to the United Health System, restricting prescriptions to
patients diagnosed with late-stage disease or those covered by legal decrees. The aim of the
project was to develop a therapeutic anti-hTNFa with potential for national production through
the generation of eukaryotic cell lineages and demonstrate the antibody functionality. The light
and heavy chain genes of anti-hTNFo were cloned into a plasmid vector for lipofection in CHO
host and the stable mixed population of transfectants was differentially selected with puromycin
and methotrexate agents, in two phases of increasing concentration. The analyses of the culture
supernatant showed extracellular expression of the antibody with hTNFa three-dimensional
structure recognition. Thus, the higher specific productivity cell population was selected and
cultured in a semisolid media for the generation of monoclonal lineage. The culture was analyzed
by ClonePix FL, where from a total of 4345 colonies, 460 were identified as monoclonal and
transferred to 96-well microplates containing liquid media. The clones were expanded in 24 and
6-wells microplates, T25 and SF125 flasks, as confluence showed >70% and/or were chosen
along the process based on specific productivity and adaptation to culture conditions criteria. At
the end, 33 top-ranked clones were submitted to 14-day fed-batch culture in an orbital shaking
platform to determine the cumulative productivity. The anti-hTNFa produced by different clones
were purified by protein A affinity chromatography and evaluated regarding the binding kinetics
to TNFa by surface plasmon resonance, showing equivalent affinities for all antibodies, including
the commercial control. No statistical difference was observed between differential recognition of
antibodies by Fcy receptors. The functional activity assay performed with the antibodies
produced by top 11 clones showed that the immunobiological was able to neutralize TNFa
induced cytotoxicity in L929 murine fibroblast sensitized with D-actinomycin, and not causing
cell toxicity. Three clones, however, showed unsatisfactory results and were discontinued. The
remaining clones were submitted for confirmation of the TNFo antagonist activity in a second
experiment, demonstrating inhibition of the expression of cell adhesion molecules in HUVECs.
The stability of continuous expression experiment allowed identifying the three top clones, stable
for at least 60 generations. The analyses performed with both the developed and commercial anti-
TNFo does not confer a biobetter attribute, however, represents an important step of "non-
inferiority", part of the process required for a biosimilar development.

Keywords: TNFa. Therapeutic antibody. Autoimmunity. CHO cells. Cell line generation.
Biosimilar/biobetter.
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VCAM-1 - vascular cell adhesion molecule (molécula de adesdo de célula vascular)
VH - Variable region Heavy chain (regido variavel de cadeia pesada)
VL - Variable region Light chain (regido variavel de cadeia leve)
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizagéo funcional do TNFa no organismo

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa, Tumor Necrosis Factor alpha) é uma potente
citocina pro-inflamatoria que exerce efeito pleiotropico em diferentes tipos de células mediando a
homeostasia de respostas imunes (BODMER; SCHNEIDER; TSCHOPP, 2002). Produzido
predominantemente por macrdfagos ativados, inicialmente, o TNFo é expresso como uma
proteina de 233 aminoécidos (aa) ancorada na membrana plasmatica (pro-peptideo de ~26 kDa).
Apobs clivagem por metaloproteases extracelulares entre os aminoacidos alanina76 e valina77
(BLACK et al., 1997) a forma madura solivel de 157 aa (~17 kDa) é secretada, sendo
monomérica e biologicamente inativa (TANG; HUNG; KLOSTERGAARD, 1996). A forma
ativa compreende um homotrimero composto pelos mondémeros de 17 kDa, embora haja
envolvimento do TNFa transmembranico na resposta inflamatéria, igualmente existente como
homotrimero formado por mondmeros ndo clivados de 26 kDa (PEREZ et al., 1990; TANG;
HUNG; KLOSTERGAARD, 1996).

Descrita por Carswell e colaboradores, 1975, em experimentos de regressdo e “necrose”
de sarcomas, a presenca do TNFa foi demonstrada em soro murino apos infec¢do experimental
com bacillus Calmette-Guérin (BCG) sensibilizado com endotoxina (CARSWELL et al., 1975).
Somente apos cerca de dez anos o TNFa pode ser clonado, expresso em hospedeiro heterélogo e
caracterizado (PENNICA et al., 1984/85). Em paralelo, Beutler et al., 1985, elucidaram que o até
entdo fator secretado por macrofagos denominado como caquexina tratava-se da mesma proteina
designada como “TNF” (BEUTLER et al., 1985). Estudos subsequentes confirmaram a
importancia do lipopolissacarideo (LPS) bacteriano na producdo da proteina TNFa bem como
participacdo em efeitos sistémicos inflamatérios e também no choque séptico (BAUSS; DROGE;
MANNEL, 1987; MICHIE et al., 1988). A citocina é capaz de induzir tanto a migracdo de
neutrofilos, atraves da quimiotaxia pelo endotélio vascular, que auxiliam durante o processo
inflamatério (DEJANA; JI-MING; MANTOVANI, 1987), quanto estimular funcGes celulares
proapoptdticas dependentes de concentracdo (MURRAY et al.,, 1997); consequentemente, 0
TNFo desempenha um papel essencial na patogénese de doengas inflamatorias cronicas e
imunomediadas (BRADLEY, 2008; HEHLGANS; PFEFFER, 2005). Atualmente sabe-se que o
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fator descrito como necrético induz, na verdade, apoptose via ativacdo de caspases (DEVIN et
al., 2001; MURRAY et al., 1997), podendo causar também necroptose (DEGTEREV et al.,
2008). Entretanto, em algumas linhagens celulares, o TNFa pode estimular a proliferagao celular,
auxiliando na sobrevivéncia e diferenciacdo (BERNARDINO et al., 2008; DAVIS et al., 2012;
MUKHOPADHYAY et al., 2001; NOTI et al., 2010).

A producdo de TNFo em concentrages baixas e persistentes ocorre em infeccoes
cronicas, com acao autdcrina e paracrina (leucocitos e células endoteliais) para: (i) controle de
sobrevivéncia ou morte celular (BRADLEY, 2008); (ii) aumento da expressdao do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC, Major Histocompatibility Complex 1) de classe |
(HALLERMALM et al.,, 2001); (iii) ativacdo de moléculas de adesdo para a migracao
leucocitaria (BEVILACQUA et al., 1994); (iv) ativacdo e expansdo clonal de linfocitos CD8+
(CROFT, 2009), fibroblastos, macrofagos, neutréfilos e mastocitos (ROACH et al., 2002) e
quimiotaxia a monocitos e células polimorfonucleares (MING; BERSANI; MANTOVANI, 1987,
ROACH et al., 2002); (v) regulacéo da fagocitose e toxicidade por eosinofilos (LEGRAND et al.,
2009); (vi) producdo de interferon-y (IFN-y), interleucinas (IL, Interleukin) IL-1, IL-6, IL-8,
fatores estimulantes de coldnia (CSF, Colony-Stimulating Factor) e proteina quimiotaxica de
monocitos-1 (MCP-1, Monocyte Chemotactic Protein-1) (CROFT, 2009; GOLDSTEIN et al.,
1996; KITAURA et al., 2005; TANABE et al., 2010); e (vii) inducdo da sintese de mediadores
lipidicos de fase aguda como prostaglandinas e fator de ativacdo plaquetario (PAF, Platelet-
Activating Factor) (GRUNFELD et al., 1990).

Producbes exacerbadas de TNFa ocorrem em infec¢des agudas com indugdo endocrina de
danos citotoxicos aos multiplos 6rgédos, decorrentes de morte celular disseminada e hemorragica,
podendo causar um estado letal de choque (choque séptico) (BEUTLER; CERAMI, 1986;
TRACEY; CERAMI, 1990). Além disso, estdo relacionados efeitos sistémicos de anorexia, perda
de peso e anemia devido a liberacdo de horménios catabolicos, motivo pelo qual o TNFo havia
sido denominado “caquexina” (TRACEY; CERAMI, 1990). Dentre as principais condicdes
clinicas relacionadas ao aumento desregulado de citocinas pré-inflamatérias, como TNFa, com
consequente nocividade causada pelo sistema imune, estdo bacteremias e septicemias, rejeicao a
transplantes e doencas inflamatorias cronicas, como: artrite reumatoide (AR), enterite regional
(doenca de Crohn), esclerose maltipla, asma, psoriase, glomerulonefrite, doenca pulmonar
obstrutiva crénica, espondilite anquilosante, entre outras (CROFT, 2009; BRADLEY, 2008).
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A superfamilia de ligantes TNF compreende 18 genes que codificam 19 proteinas
transmembranares (porcdo N-terminal intracelular e C-terminal extracelular) caracterizadas pela
presenca conservada de um dominio C-terminal, denominado de dominio homdlogo de TNF
(THD, TNF Homology Domain) (BODMER; SCHNEIDER; TSCHOPP, 2002). O dominio THD
é trimérico e apresenta homologia de sequéncia de ~20-30% entre 0os membros da familia TNF,
sendo reconhecido por porc¢des proteicas ricas em cisteina (cysteine-rich domains, CRDs) dos
receptores de TNF (TNFRs) (BODMER; SCHNEIDER; TSCHOPP, 2002; LOCKSLEY;
KILLEEN; LENARDO, 2001). Os fatores de regulacdo TNF mais importantes sao,
essencialmente: TNF-a (caquexina ou necrosina) ¢ TNF-B (linfotoxina ou LTA-a). Ambos sdo
capazes de ligar-se aos receptores TNFR1 (p55) e TNFR2 (p75) desempenhando atividades
biologicas similares no organismo, embora com diferentes intensidades de resposta
(AGGARWAL; EESSALU; HASS, 1985; BLUML et al., 2012; NEDWIN et al., 1985). Apos
reconhecimento de THD por CRDs dos receptores de TNF ocorre ativacdo de dominios
citoplasméticos que recrutam complexos intracelulares responsaveis pela inflamacéo,
principalmente via fator de transcricdo nuclear «B (NF-xB, Nuclear Factor xB), ou
apoptose/necroptose (NEWTON; DIXIT, 2012).

1.2 Antagonistas de TNFa como biofarmacos terapéuticos

Tendo em vista a participagdo de TNFa nos processos infecciosos, autoimunes e
imunomediados foram desenvolvidos antagonistas que visam conter a resposta imune
exacerbada. Os principais utilizados na clinica terapéutica sdo: (i) infliximabe (Remicade®, J&J
Inc., Horsham, PA, EUA), um anticorpo monoclonal quimérico que possui regido constante
humana (1gG:) e regido variavel murina; (ii) etanercept (Enbrel®, Pfizer, Thousand Oaks, CA,
EUA), um analogo solivel do receptor de TNF composto por dois dominios de TNFR2
fusionados a regido constante de cadeia pesada (Fc, fragment crystallizable) da 1gGy; (iii)
adalimumabe (Humira®, Abbott Biotechnology Ltd., North Chicago, IL, EUA), anticorpo
humano recombinante obtido por phage display e produzido em célula de ovério de Hamster
(CHO, Chinese Hamster Ovary cell); (iv) certolizumab pegol (Cimzia®, UCB S.A., Smyrna, GA,
EUA), fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab, Fragment antigen-binding) murino humanizado

peguilado; e, (v) golimumabe (Simponi®, J&J Inc., Horsham, PA, EUA), 1gG; humano produzido
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a partir de hibridoma de camundongo transgénico. Estes medicamentos sédo aprovados por
agéncias nacionais de satde no mundo todo principalmente para o tratamento de doencas como
AR e doenca de Crohn. A AR ¢é uma doenc¢a autoimune inflamatoria sistémica que afeta
membranas sinoviais das articulagdes periféricas (ALAMANOS; VOULGARI; DROSOS, 2006).
Considerada a principal doenca autoimune, sua prevaléncia na populagdo mundial é estimada
entre 0,5 a 1,0%, podendo atingir prevaléncias de até 6,8% em populacdes indigenas (SILMAN;
PEARSON, 2002). A enterite regional ou doenga de Crohn é uma doenga inflamatéria intestinal
cronica, idiopética, que afeta primariamente o intestino delgado (ileo) e o colon (LOFTUS;
SCHOENFELD; SANDBORN, 2002). Associada a uma significativa morbidade, a prevaléncia
de casos por 100.000 habitantes é de: <1 na Asia e América do Sul; 1 a 3 no sul da Europa e
Africa do Sul; 16 na Nova Zelandia e Austrdlia; 14 no Canadd e 7 nos Estados Unidos
(BERNSTEIN et al., 2010). O uso de inibidores de TNF-a permite a remissdo efetiva dos
sintomas clinicos de ambas as patologias, reduzindo a necessidade de colectomia em pacientes
com doenca de Crohn (BRADLEY, 2008).

O primeiro anti-TNFa com registro concedido para exploracdo comercial foi 0 anticorpo
murino MAK 195 (MOLLER; EMLING, 1988). O anticorpo foi amplamente caracterizado e
apresentava elevada afinidade ao TNFa humano, porém foi pouco abordado em aplicabilidade
clinica. Seu uso foi apresentado como insumo para ensaios laboratoriais e para controle da
doenca do enxerto versus hospedeiro (MOLLER et al., 1990). No final da década de 1980 e inicio
dos anos 1990, foi desenvolvido o primeiro anti-TNFoa murino humanizado, com intencao inicial
de uso no tratamento da sepse (KNIGHT et al., 1993). Apesar dos dados consistentes de protecéao
que vinham sendo obtidos em modelo experimental (BEUTLER; MILSARK; CERAMI, 1985;
SILVA; BAYSTON; COHEN, 1990; TRACEY et al., 1987), os resultados dos ensaios clinicos
ndo foram satisfatorios. Embora tenha sido observada uma tendéncia na reducdo na taxa de
mortalidade por choque com diminuicgéo abrupta das concentracdes elevadas de TNFa circulante,
a diferenca entre pacientes tratados com anti-TNFa ¢ o grupo controle nao foi significativa
(ABRAHAM et al., 1995; DHAINAUT et al, 1995; FISHER et al., 1993). Partindo dos
conhecimentos adquiridos, o anti-TNFa passou a ser testado como modulador em outras doengas
inflamatdrias e autoimunes, mostrando-se eficaz em modelo animal para o tratamento da AR
(PIGUET et al., 1992; WILLIAMS; FELDMANN; MAINI, 1992), e, progressivamente,

conquistando espaco na pesquisa clinica reumatolédgica para diversas outras doencas.
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O anticorpo anti-TNF quimérico Infliximabe (Remicade®), denominado inicialmente cA2,
foi desenvolvido na escola de medicina da universidade de Nova York pela Centocor (KNIGHT
et al., 1993), adquirida pela atual fabricante J&J Inc. Os ensaios clinicos comprovaram a
efetividade do anticorpo para tratamento da artrite reumatoide (ELLIOTT et al., 1994) e fistulas
ocasionadas pela doenca de Crohn (VAN DULLEMEN et al.,, 1995), mostrando também,
posteriormente, que o uso combinado do anti-TNFo com metotrexato melhorava a eficécia do
tratamento (LIPSKY et al., 2000; MAINI et al., 1998). A partir das perspectivas clinicas, o
anticorpo foi registrado sob patente para o tratamento de ambas as doencas (LE et al., 1997; US
5656272 e US 5698195), licenciado pelos 6rgdos de regulamentacdo em salde em agosto de
1998 nos EUA e no ano seguinte na Europa (BOURGOIN; NUSKEY, 2013). Nos anos seguintes,
seu uso foi autorizado para o tratamento de outras doengas autoimunes como espondilite
anquilosante (BRAUN et al., 2002), artrite idiopatica juvenil (LAHDENNE; VAHASALO;
HONKANEN, 2003), psoriase (GOTTLIEB et al., 2004) e artrite psoriasica (ANTONI et al.,
2005).

Paralelamente, foi descrito o desenvolvimento da primeira proteina de fuséo
TNFR p75-1gG1 Fc (PEPPEL; CRAWFORD; BEUTLER, 1991), mostrando, no final dos anos
90, resultados promissores em ensaios clinicos para tratamento da AR (MORELAND et al.,
1997; WEINBLATT et al., 1999) e outras doencas autoimunes (MEASE et al., 2000; BRANDT
et al., 2003). A aprovacdo do Etanercept (Enbrel®) como anticorpo comercial ocorreu nos EUA
em novembro de 1998 (BOURGOIN; NUSKEY, 2013). A proteina conquistou sucesso na clinica
médica (DE VLAM; BOONE, 2015; GERLONI et al., 2008) e atualmente tem sido estudada até
como tratamento auxiliar na doenga de Alzheimer (BUTCHART et al., 2015).

No final da década de 90 foi comprovada a eficacia clinica do primeiro anti-TNFa
inteiramente  humano, originalmente denominado de D2E7, o adalimumabe (Humira®)
(SALFELD et al., 2000). O anticorpo foi desenvolvido pela BASF Pharma, atualmente produzido
por AbbVie Inc., para tratamento da AR e licenciado com o argumento de apresentar
antigenicidade minimizada em humanos. O maior desafio para se obter um anticorpo humano
contra o TNFo humano (autoanticorpo) foi a forga de afinidade a molécula enddgena,
conseguidos por Salfeld et al., 2000, através da técnica de phage display. Os ensaios preliminares
mostraram a capacidade de D2E7 em neutralizar a atividade funcional de TNFa em modelo

murino transgénico para a prevencdo de poliartrite, onde o grupo tratado ndo apresentou sinais
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clinicos e histopatologicos da doenca (KEFFER et al., 1991). Os ensaios clinicos mostraram-se
seguros, associando uma melhoria significativa na sintomatologia da AR ativa (DEN BROEDER
et al., 2002; KEMPENI, 1999; RAU et al., 1999), até que, em dezembro de 2002, o United States
Food and Drug Administration (FDA) aprovou o0 anticorpo para seu tratamento (BOURGOIN;
NUSKEY, 2013). Ensaios clinicos mais recentes confirmam a efetividade sustentada do
adalimumabe para tratamento de pacientes com AR, ao longo de, pelo menos, cinco anos de
acompanhamento (BURMESTER et al., 2014), preservado também em outras condi¢es clinicas
(GORDON et al., 2012; MEASE et al., 2015; REINISCH et al., 2013). Atualmente, o
adalimumabe vem sendo pesquisado pela empresa para tratamento da hidradenite supurativa
severa (KIMBALL et al., 2012).

A partir dos resultados dos ensaios clinicos e da experiéncia pratica adquirida durante os
primeiros anos de comercializacdo dos biologicos antagonistas de TNFa, diversos efeitos
indesejados passaram a ser observados nos pacientes (ANTONI; BRAUN, 2002). Apesar de
corresponder, indiscutivelmente, ao tratamento mais eficaz existente para doengas inflamatorias
crénicas, o bioldgico causa imunossupressao que por sua vez pode acarretar no surgimento de
reacOes inflamatérias no local de injecdo, de desordens neurologicas, metabdlicas e
hematoldgicas, faléncia cardiaca, além da geracdo de autoanticorpos e predisposicao a infeccoes
oportunistas, como, principalmente, tuberculose, ou infeccdes virais e fungicas vaginais
(CONNOR, 2011; GERLONI et al., 2008; KWON et al., 2014). Os beneficios da complexa
abordagem terapéutica, entretanto, superam seus riscos, justificando-a quando acompanhada do
monitoramento constante dos pacientes, para deteccdo e prevencdo dos efeitos adversos
(CONNOR, 2011; GERLONI et al., 2008).

Uma das principais preocupacfes com o anticorpo monoclonal quimérico infliximabe é o
potencial para a formacdo de anticorpos humanos anti-quimérico (HACA, Human Anti-Chimeric
Antibody), que neutralizam o medicamento e limitam sua eficAcia em longo prazo ou causam
reacdes de hipersensibilidade durante a infusdo (BAERT et al., 2003). O mesmo € descrito para o
anticorpo humano adalimumabe, com denominacéo de anticorpos humanos anti-humano (HAHA,
Human Anti-Human Antibody) (BARTELDS et al.,, 2006). A frequéncia de autoanticorpos
raramente € observada para a proteina de fusdo etanercept, em torno de 6% segundo o fabricante
(ENBREL®, 2013), 0-18% segundo a literatura (AIKAWA et al., 2010), consideravelmente

inferior a de outros biologicos anti-TNFa, de 12-44% para anti-infliximabe e 1-87% para anti-
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adalimumabe (AIKAWA et al., 2010; Y1 et al.,, 2014). Nenhuma correlagcdo foi demonstrada
entre a presenca do anticorpo anti-etanercepte e baixa resposta clinica, embora exista um grande
namero de pacientes refratarios ao tratamento com etanercepte, por motivos ainda ndo elucidados
(Yl et al,, 2014). A perda de eficacia € frequentemente referida como a principal razdo de
interrupcdo do tratamento com anti-TNFo (DE KEYSER et al., 2014; DE VLAM; BOONE,
2015), de modo que anticorpos alternativos auxiliam na troca do produto, extendendo o periodo
de tratamento (KOSMAC et al., 2011). Um estudo realizado por Kosma¢ et al., 2011 mapeou
epitopos reconhecidos por anticorpos anti-infliximabe em pacientes pediatricos portadores de
diferentes doencas reumatoldgicas e em tratamento com o bioldgico, mostrando que todos os
sitios de ligacdo dos anticorpos foram dirigidos para segmentos descontinuos dos dominios
variaveis do infliximabe (KOSMAC et al., 2011).

Um estudo de coorte realizado com 507 pacientes portadores de artrite reumatoide ativa,
refratarios ao metrotexato e com prescricao para o anticorpo infliximabe mostrou apos 10 anos de
acompanhamento que 21% dos pacientes seguiam o tratamento com controle satisfatorio da
doenca, os demais foram perdidos do estudo ou substituidos para tratamentos com outros
biologicos, corticoides ou metotrexato (MTX). Considerando apenas 0s pacientes responsivos ao
infliximabe, 110/144 ou 76%, o tratamento foi considerado excelente (DE KEYSER et al., 2014).
A eficécia sustentada do tratamento com anti-TNFa também ¢é reportada em pacientes pediatricos
portadores da doenca de Crohn, mostrando durabilidade da resposta que pode ser potencializada
por uma imunomodula¢do concomitante. A resposta clinica também foi associada ao aumento de
crescimento observado nas criancas, particularmente em pacientes com inicio precoce da terapia
(CHURCH et al., 2014). Outro estudo de coorte realizado durante 6 anos com 163 criancas
portadoras de artrite idiopatica juvenil acompanhou o surgimento de efeitos adversos durante o
tratamento com os antagonistas de TNFa infliximabe e etanercepte. A terapia mostrou-se segura,
entretanto, associada a alguns efeitos adversos graves e reversiveis, dentre 0s quais
trombocitopenia, desordens neuropsiquiatricas como cefaleia, hiperatividade e fadiga, e também
0 surgimento de reacdes mais intensas como sindrome de Crohn e doenca inflamatdria intestinal,
raramente descritas anteriormente na literatura. O total de 63% dos casos de efeitos adversos foi
observado em pacientes em tratamento com infliximabe, dos quais em torno de 50% foram
interrompidos ou substituidos por etanercepte; 54% dos efeitos foram observados em pacientes

tratados com etanercepte, dos quais 75% foram interrompidos ou alguns substituidos por
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infliximabe (GERLONI et al., 2008). Outro estudo prospectivo multicéntrico realizado durante
5,5 anos para a artrite psoriasica ativa mostrou que de 303 pacientes acompanhados, 51%
aderiram ao tratamento com etanercepte até o final do estudo e 35% interromperam o tratamento
devido a perda de efetividade. Foram reportados efeitos adversos em 58% dos pacientes, 17%
com reagdes graves (DE VLAM; BOONE, 2015). Um estudo realizado em 27 pacientes
pediatricos com doenga de Crohn resistentes ao tratamento com infliximabe mostrou que a
substituicdo por adalimumabe causou beneficio clinico em 70% dos pacientes, sem observacao de
efeitos adversos, e mantendo-se responsivos ao longo dos 16 meses de acompanhamento
(FUMERY et al., 2015). Outro estudo reporta a reintroducdo eficaz de infliximabe apés rejeicao
do tratamento com infliximabe e adalimumabe por pacientes com doenca de Crohn (GAGNIERE
et al., 2015).

Conforme mostram os ensaios clinicos, a variabilidade de resposta observada em cada
paciente é extremamente ampla e os diferentes biologicos anti-TNFa podem desempenhar uma
alternativa eficaz nos casos ndo responsivos ao tratamento convencional com corticoides/
antimetabolitos sintéticos (KOSMAC et al., 2011). O tratamento com corticosterdides baseia-se
no blogueio inespecifico de genes proinflamatorios ativados durante a inflamagdo, como do gene
para TNFa, e da ativacdo de genes antinflamatérios, como para IxkB-a que reduz a expressao de
NF-kB, consequentemente, levando a reducdo do mRNA para TNFa e também de outros genes
associados a resposta inflamatoria (BARNES et al.,, 2011). Portanto, é imprescindivel um
constante acompanhamento clinico para controle e ajuste da terapia, variando, quando necessario,
combinagdes entre bioldgicos anti-TNFa e medicamentos sintéticos, ou outros biolégicos como
os anti-receptores de interleucina anti-ILR1 (FLEISCHMANN et al., 2003) e anti-IL6R
(GENOVESE et al., 2008), e moduladores celulares como o anti-CD20 (3STERGAARD et al.,
2010), etc. Ainda, ha fabricagdes/formulagdes alternativas aos anticorpos comerciais comumente
utilizados, como 0s antagonistas golimumabe e certolizumabe, ja consolidados na clinica médica,
e 0s anticorpos biossimilares (em desenvolvimento).

Com a explosdo no nimero de vendas dos bioldgicos antagonistas de TNFa, a industria
farmacéutica passou a investir em novas opc¢des de anticorpos, variando sua composicao, técnicas
de obtencdo, ou aplicacdo clinica para justificar carater inventivo e registra-los sob forma de
patente. O anticorpo humano anti-TNFao golimumabe corresponde a uma evolugéo na posologia e

forma de tratamento, de modo que a administracdo se da por via subcuténea e, em determinados
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pacientes, apenas uma vez ao més (WILLIAM et al., 2012) (forma de aplicacdo atualmente
disponivel também para o anticorpo Humira®). O Fab peguilado é citado com custo-beneficio
superior quando comparado aos demais inibidores de TNFa classicamente prescritos
(HIDALGO-VEGA et al., 2015). Os estudos comparativos entre os antagonistas de TNFa sdo
conflitantes e podem estar vinculados a interesses comerciais, de modo que assumindo a
efetividade e licenciamento de cada produto, cabe ao clinico acompanhar a resposta especifica do
paciente.

Apb6s aproximados 12 anos de exploracdo comercial do anticorpo infliximabe
(BOURGOIN; NUSKEY, 2013), em julho de 2012 a Coreéia do Sul aprovou o primeiro anticorpo
anti-TNFa biossimilar do mundo, o CT-P13 denominado de Remsima (Celltrion®), com
indicacdo para tratamento da artrite reumatoide, espondilite aquilosante, psoriase, artrite
psoriasica, doenca de Crohn em adultos, pediatrica e fistulizante, colite e retocolite ulcerativa
(LEE, 2014). Em junho de 2013, o Remsima foi recomendado pela Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMA, European Medicines Agency) para comercializacdo nos paises da unido
europeia; atualmente licenciado em mais de 60 paises (REMSIMA, 2015). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou sua comercializacdo em abril de 2015
(BIOFARMACOS, 2015). Ainda, hé registros de outros anticorpos biossimilares em fase clinica
de estudo, como por exemplo, um anticorpo adalimumabe pela empresa alema Boehringer
Ingelheim Pharmaceuticals®, com denominacdo de BI695501, um da americana Amgen Inc. ©,
com denominacdo de ABP 501, e testes com, pelo menos, outros cinco biossimilares de
etanercepte (SCHEINBERG; KAY, 2012).

1.3 Engenharia de anticorpos recombinantes na biotecnologia industrial

Dentre as principais estratégias para se obter um anticorpo monoclonal estdo: i) a
engenharia de regides variaveis das cadeias leve e pesada (\VL, Variable region Light chain e VH,
Variable region Heavy chain) com a regido constante (Fc), independente da origem da espécie de
cada regido (formando assim construcdes de anticorpos humanos ou quiméricos); ii) técnicas de
display a partir de bibliotecas de imunoglobulinas (Igs), como phage ou yeast display, etc.; iii)
animais trangénicos para sequéncias génicas V(D)J e C de Ig humanas; iv) hibridizacdo celular a

partir da fusdo de linfécitos B com células de potencial proliferativo; v) humanizacdo de um
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anticorpo produzido em outra espécie, por técnicas de biologia molecular; vi) transplante de
regides determinantes de complementariedade (CDRs, Complementarity Determining Regions)
de anticorpos de outra espécie imunizada em um arcabouco de Ig humana; e, vi) a sintese de
anticorpo recombinante a partir de sequéncias conhecidas (BODER; JIANG, 2011; BREKKE;
SANDLIE, 2003). Os anticorpos quiméricos sao 70% humanos e possuem porc¢do Fc totalmente
humana, o que os torna consideravelmente menos imunogénicos quando comparados a
equivalentes produzidos em outras espécies de elevada homologia imunolégica, além de permitir
sua interacdo com células efetoras e sistema complemento. J& os anticorpos humanizados séo 85-
90% humano, potencialmente menos imunogénicos do que os anticorpos quiméricos. No entanto,
para o transplante de CDRs, por exemplo, hd uma maior complexidade metodoldgica do que a
simples fusdo de sequéncias, pois sdo frequentemente necessarias abordagens de mutagénese
dirigida para restaurar a afinidade do anticorpo parental (CHAMES et al., 2009).

A engenharia de imunoglobulinas permite modelar estruturas diversas, capazes de atingir
resultados in vivo variaveis de acordo com o interesse clinico. Os fragmentos Fab simples ou
bivalentes F(ab’), (contendo ligacdes dissulfeto entre as duas regides Fab) sdo produzidos a partir
da Ig por proteolise ou recombinantes e preservam a funcdo de ligacdo ao antigeno com elevada
afinidade, porém, devido ao fato de ndo apresentarem regido Fc, ndo induzem estimulo
imunologico. Ja o fragmento variavel de cadeia unica (scFv, single chain Fragment variable),
composto por dominios VH e VL em um unico polipeptideo interligado por uma regido flexivel,
corresponde a uma molécula menor que pode ser produzida por hospedeiro heterélogo procarioto,
e € capaz de penetrar de forma eficiente em tecidos sélidos. Ainda, arquiteturas bivalentes podem
direcionar a mesma molécula para diferentes antigenos, como por exemplo, o scFv-Fc, fuséo de
uma regido Fc a scFv na porcdo N-terminal do dominio de cadeia pesada (Cy, Heavy Chain) Cy2,
para criar uma molécula de ligacdo ao antigeno com bracos encurtados, ou em Cy3 (minibody),
com apenas parte do Fc (BODER; JIANG, 2011).

A vasta aplicabilidade terapéutica dos medicamentos biolégicos aliada a tecnologia
bioindustrial de producdo escalonada consolidou um mercado bilionario. Em 2011 o comércio
mundial de biolégicos foi de U$ 157 bilhdes, com estimativa de crescimento para U$ 200 bilhdes
em 2016 (IMS HEALTH, 2012). As industrias biofarmacéuticas sdo predominantemente
americanas (49%) e europeias (30%) e o elevado custo de importacdo dos produtos limita o
acesso aos demais grupos populacionais (HUGGETT; LAHTEENMAKI, 2012). No Brasil,
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grande parte destes medicamentos ¢ disponibilizada pelo Sistema Unico de Satde (SUS), embora
obedecendo a critérios que dificultam sua liberacdo. Segundo a ANVISA, os biofarmacos
representam 2-3% do total de medicamentos distribuidos pelo governo, porém sendo
responsaveis por 41-50% dos gastos anuais assumidos pelo Ministério da Saude (MS) com todos
0s medicamentos (SUS/MS, 2012; TSURUTA; DOS SANTOS; MORO, 2015). Entre os
produtos bioterapéuticos, apenas 1% s&o anticorpos monoclonais, 0s quais representam 32%
destes gastos. Estima-se que o SUS gaste anualmente, em média, R$ 25 mil por paciente em
tratamento com biolégicos (SUS/MS, 2012). Anticorpos como Enbrel® (etanercepte) e
Remicade® (infliximabe) estdo na lista de medicamentos distribuidos, com custo de,
respectivamente, R$ 1.217,13 e R$ 1.136,70 por caixa/dose (BRATS, 2012). O custo particular
do anticorpo Humira® (adalimumabe) é de R$ 7.304 a cada 40 mg (consulta realizada em outubro
de 2015, PANVEL, 2015), quantidade média necessaria para tratamento em um periodo de 15
dias. Monteiro e Zanini, 2008, avaliaram em modelo matematico baseado na analise de Markov
0s custos envolvidos para o tratamento da AR em diferentes estagios clinicos. Foram incluidos na
analise gastos com medicamentos, materiais médico-hospitalares e exames laboratoriais. O
tratamento que apresentou o melhor custo-beneficio foi a monoterapia com MTX, estimando R$
28.475,00 por paciente/ano. O tratamento utilizando Remicade® (infliximabe) e MTX atingiu
custos de R$ 2.323.219,82 paciente/ano (MONTEIRO; ZANINI, 2008).

Frente aos bilhdes de dolares arrecadados anualmente pelas empresas biofarmacéuticas
com a comercializacdo dos produtos biotecnologicos, a comunidade cientifica e 6rgdos publicos
de saude mobilizaram-se para investigar os gargalos financeiros envolvidos no processo de
producdo industrial. Devido a ampla variabilidade de cada processo e aos interesses econdmicos
das grandes industrias biotecnologicas, ndo existem dados concisos em dominio publico que
especifiquem os custos finais de producdo de um anticorpo monoclonal e/ou recombinante
(DIMASI; GRABOWSKI, 2007; KELLEY, 2009). Para estimar o custo médio, além de variaveis
relacionadas ao tempo de pesquisa e desenvolvimento do produto (R&D, Research and
development), ensaios clinicos, investimentos em instalacbes industriais, custos gerais da
fabricacdo em larga escala e a mercadologia e vendas, devem ser analisados fatores como: (i) a
linhagem celular utilizada como hospedeiro de expressdo e o rendimento (concentracdo) de
anticorpo obtido; (ii) tipo e volume do biorreator, meios de cultivo e retroalimentacao

empregados; (iii) eficicia da etapa de purificacéo; (iv) perdas com agregacdo e estabilidade, entre
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outros (KELLEY, 2009; SINCLAIR, 2009). Além disso, é fundamental considerar também: (i) os
custos diretos (varidveis) de producdo, que incluem matérias-primas e utilidades; (ii) custos
indiretos (fixos), tais como encargo de capital e depreciacdo e manutencdes, geralmente
proporcionais ao investimento do capital (SINCLAIR, 2009); e (iii) custos ocultos, como falhas
de lotes produzidos, riscos e esforgos do investimento, tempo e efeitos da curva de aprendizagem,
e, a porcao ativa das instalacbes em relacdo a demanda necessaria de producdo (PUGH, 1998).
Novas tecnologias vém sendo desenvolvidas pela industria biofarmacéutica visando a obtencédo
de produtos mais concentrados, puros e a um custo de producdo cada vez mais reduzido. Neste
enfoque, além do desenvolvimento de novos compostos, os estudos aplicados a biotecnologia
industrial primam inovar metodologias relacionadas as etapas de fabricacéo.

Dentre os fatores envolvidos no custo de producdo o mais discutido, e que apresenta
maior influéncia no valor final do produto, € o titulo de anticorpo recuperado do sobrenadante de
cultivo (FARID, 2007; SINCLAIR, 2009). A evolucdo dos processos industriais permitiu o
aumento de produtividade de 0,02-0,05 gramas de anticorpo por litro de cultivo (g/L), em 1985,
para 0,5-2.0 g/L em 1995, chegando a 3.0-5.0 g/L em 2005 (SINCLAIR, 2009). Atualmente ja
sdo reportados titulos de producdo de 10-13 g/L, para cultivos realizados em longos periodos
(KELLEY, 2009). As analises matematicas estimam que o valor de custo de producdo de um
anticorpo esteja entre U$ 50-100 por grama (g), considerando um rendimento de 2 a 5g de
anticorpo por litro de sobrenadante de cultivo e quando produzido em uma fabrica ja instalada,
operante em capacidade completa (KELLEY, 2009; SINCLAIR, 2009). Em geral, o custo de
producdo representa 15-25% do valor das vendas (MOSCHO et al.,, 2000). A diferenca é
justificada pelas empresas como custos de infraestrutura, riscos de R&D e ensaios clinicos, e
gastos vinculados a outros medicamentos cuja eficacia e/ou seguranca foram reprovadas
(DIMASI; GRABOWSKI, 2007). O custo dos anticorpos disponiveis no mercado varia em torno
de U$ 2 a 20 mil por grama, e, acredita-se que com o surgimento de medicamentos biossimilares
poderia haver reducdo de 10% a 30% no preco final (KELLEY, 2009).

1.4 Justificativa para a escolha do tema

A elevada morbimortalidade observada nas patologias associadas a disfuncéo

homeostatica de TNFa e 0s exorbitantes valores admitidos pelo MS em tratamentos justificam
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medidas de intervengdo. A recente incorporacdo de bioldgicos antagonistas de TNFa na lista de
medicamentos distribuidos pelo SUS através do Programa de Medicamentos de Alto Custo
(PMAC) ampliou o acesso para a populacdo, porém gerando gastos excessivos ao orgamento
publico e insuficientes para atender toda a demanda. O numero acentuado de agdes judiciais
solicitando biofarmacos como infliximabe, etanercepte e adalimumabe, conduziu a Agéncia
Nacional de Salde Suplementar (ANS) a instituir uma resolugdo, vigente a partir de janeiro de
2012, obrigando cobertura destes medicamentos também pelo sistema privado. A iniciativa
objetivou amenizar os gastos de importacdo até entdo assumidos apenas pelo governo federal.
Entretanto, assim como na rede publica, a concessdo pela rede privada é dificultada e acaba
restrita a pacientes que comprovam estagio de doenca avangada através de rigorosos diagndsticos
ou aos contemplados judicialmente (BRANDAO et al., 2011; MOTA et al., 2012), confrontando
0s preceitos de universalidade, equidade e integralidade a saude promulgados na constituicao
nacional. No tratamento da AR, por exemplo, o imunobioldgico apenas € disponibilizado a
pacientes com indice Clinico de Atividade da Doenca (CDAI) maior do que 10, refratarios ao
tratamento convencional com drogas de primeira linha (DMCDs, Drogas Modificadoras do Curso
da Doenca) por um periodo minimo de trés meses e, pelo menos, duas tentativas posologicas, de
forma sequencial ou combinada. A conduta impede o uso da terapia mais eficaz preconizada
segundo o consenso da Sociedade Brasileira de Reumatologia (2012), pela administracéo
sinérgica de MTX e algum biolégico antagonista de TNFa (MOTA et al., 2012). A intervencédo
médica com bioldgicos acaba postergada dos estagios iniciais da doenca, periodo determinante
para evitar a progressdo clinica e instauracdo de danos permanentes. Alguns pacientes apresentam
resisténcia ou sensibilidade aos medicamentos sintéticos, restringindo-os ao uso de biolégicos,
outros rejeitam também a terapia com os imunobioldgicos usuais, fazendo-se necessario a
substituicdo por outro bioldgico alternativo (KOSMAC et al., 2011; MOTA et al., 2012).

A producdo nacional efetiva de um medicamento anti-hTNFa (anti-TNFa humano)
propde satisfazer a demanda puablica em saldde com investimentos biotecnoldgicos
autossustentaveis, consequentemente, reduzindo os altos gastos de importacdo suportados pelo
MS. Além de economicamente vantajosa, a nacionalizacdo de um anticorpo anti-hTNFa
terapéutico acarretaria no direcionamento financeiro federal as entidades publicas de salde do
pais, primando pelo desenvolvimento biotecnoldgico estatal ao invés de transferi-lo as empresas

multinacionais pertencentes aos paises desenvolvidos. A existéncia de um anticorpo nacional
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facilitaria o acesso da populagcdo ao tratamento com burocracia reduzida e permitindo sua
prescricdo nos estdgios iniciais da doenga, além de disponibilizar uma molécula variante para
tratamento alternativo em casos de pacientes refratarios aos antagonistas de TNFa convencionais.
O desenvolvimento de um anti-TNFa terapéutico em uma diferente composi¢do/formulagéo
poderia aprimorar a atual eficAcia e/ou posologia do medicamento comercial (biobetter),
sustentando adesdo ao tratamento, aumentando a sobrevida do paciente e reduzindo gastos
hospitalares. Ainda que empresas nacionais estejam se mobilizando para o desenvolvimento de
biossimilares, estas fardo transferéncia de tecnologia do exterior. O projeto propds gerar e
selecionar a linhagem em nosso meio, além de estudar a possibilidade de se obter um anticorpo
que apresente vantagens quando comparado ao disponivel atualmente para uso na clinica médica.

N&o ha riscos no investimento relacionados as etapas de desenvolvimento (R&D), pois a
tecnologia principal para aquisi¢cdo do anticorpo compreende técnicas descritas na literatura, o
laboratdrio de execucdo possui experiéncia e infraestrutura aplicadas ao propdsito do projeto. O
processo de producdo é seguro devido aos avangos biotecnoldgicos na area de cultivo celular e
purificacdo de biomoléculas, dominados pelo Instituto Butantan, sede do laboratério. Ndo ha
investimento mercadoldgico, pois o intuito € o suprimento para 0 MS, visando a distribuicao

gratuita para a populacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir anticorpos monoclonais anti-hTNFa capazes de neutralizar a atividade funcional

de TNFa e aplicé-los para uso terapéutico.

2.2 Objetivos Especificos

e Gerar linhagens produtoras de anti-hTNFa utilizando células eucaridticas como sistema

de expressao;

e Selecionar os clones com base no comportamento de cultivo, produtividade e cinética de

ligacdo ao rhTNFa (forca de afinidade e tempo de dissociagéo);

e Avaliar a atividade funcional do anti-hTNFo produzido pelo(s) clone(s) selecionado(s)

atraves da capacidade de: (i) neutralizacdo da citotoxicidade; (ii) inibicdo de funcéo efetora;

e Comparar, em termos de funcionalidade, o anticorpo produzido (clone selecionado) com a

formulacdo comercial disponivel para uso terapéutico;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Clonagem de anticorpo anti-hTNFa,

O anticorpo anti-TNFa desenvolvido esta denominado neste trabalho como adabut, para
facilitar a leitura. O protocolo adotado para a clonagem e geracio de linhagens CHO-S®/ pCHO
1.0/ HC-LC.adabut foi adaptado do recomendado para o sistema Freedom® CHO-S® (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA).

3.1.1 Construgéao génica do anticorpo anti-hTNFa adabut

As construcdes génicas sintetizadas para a expressdao do anticorpo adabut foram
desenhadas com base nas sequéncias de regifes variaveis das cadeias VL e VH do anticorpo
humano adalimumabe (US 6090382, SALFELD et al., 2000) e regides constantes lideres de
cadeias leve (CL, Constant-Light) e pesada (Fc) de Igy1 e Ig, disponibilizadas em banco de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias foram desenhadas de
modo que apresentassem nas extremidades adjacentes (upstream e downstream) as regides
constantes os sitios de restricdo enzimatica necessarios para clonagem no vetor plasmidial pPCHO
1.0 (Life Technologies), além de outros elementos necessarios para expressdo génica em
hospedeiro CHO. A cadeia pesada (HC) foi construida para anelamento a Avrll (5’-CCTAGG-3’)
e BstZ171 (5’-GTATAC-3"), sendo composta como primeira subunidade de expressao, e a cadeia
leve (LC) para expressdo sequencial, com anelamento nos sitios ECORV (5’-GATATC-3’) e Pacl
(5’-TTAATTAA-3’), segunda subunidade.

A ordem dos elementos necessarios para a clonagem e expressao génica esta ilustrada na
figura 3.1, consta: (i) sequencia Kozak com o nucleotideo A na posicéo -3 (GCCACC) (KOZAK,
1987); (ii) sequéncia de peptideo sinal com codon de iniciacdo ATG; (iii) sequéncias das regides
variaveis (VH e VL) do anticorpo adalimumabe (SALFELD et al., 2000); (iv) sequéncias das
regibes constantes 1gG; Fc e LC kappa; e (v) codon de terminacdo (TGATGA) (BROWN et al.,
1990).
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Figura 3.1 - Estrutura da construcdo génica empregada para clonagem de HC e LC de anticorpo
anti-TNFa adabut.

Gene LC de adabut:l EcoRV I Kozak

PeptideaSinal VL NETEEN TGATGA | Pacl |
Gene HC de adabut:l Avrll I Kozak |Peptideo Sinal m TGATGA |Bst217|' |

Sequéncia de Kozak (GCCACC), peptideo sinal, regides variaveis (VH e VL), constantes (LC kappa e Fc 1gG,) e
cédon de terminacdo (TGATGA), e sequéncias para reconhecimento de sitios de restricdo enzimatico (EcCoRV e
Pacl para LC e Avrll e BstZ171 para HC).

A sintese de nucleotideos foi realizada pela Geneart (Life Technologies, Brasil) com
otimizacdo de codons para expressdo em hospedeiro CHO e para auséncia dos sitios Sfil (5°-
GGCCNNNNNGGCC-3") e Nrul (5’-TCGCGA-3’). Os genes foram recebidos em vetor
plasmidial de transporte, 0s mapas dos vetores plasmidiais estdo detalhados no apéndice A. Uma
andlise in silico foi realizada para as sequéncias do anti-hTNFo em cadeia Unica (HC+LC) pela

ferramenta ProtParam, ExPaSy, Swiss Institute of Bioinformatics, conforme apéndice B.

3.1.2 Clonagem de genes HC e LC de adabut em vetor pCHO 1.0

Para a clonagem dos genes LC e HC em vetor plasmidial pCHO 1.0, inicialmente, 0s
plasmideos de transporte da Geneart e o plasmideo pCHO 1.0 foram ampliados por choque
térmico (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) para obtencdo de material de trabalho. Cerca de 100 ng
de DNA plasmidial em volume de 1 pL foi incubado a 50 pL de célula quimiocompetente E. coli
TOP 10 (Life Technologies) em gelo por 30 min, sendo em seguida submetido ao choque térmico
sob 42 °C por 30 seg e resfriamento em gelo por 2 min para recuperacdo das propriedades de
enrijecimento da membrana. O total de 250 uL de meio S.O.C. (Life Technologies) a temperatura
ambiente foi adicionado para cultivo do material a 37 °C por 1 hora. As células transformadas
foram cultivadas a partir de 20 e 200 uL do cultivo em placas contendo meio Luria Bertani (LB)
solido (0,5% extrato de levedura, 1% triptona, 1% NaCl, e agar bacteriolégico a 1,5%)
suplementado com canamicina (Life Technologies) a 50 pg/mL para pCHO 1.0 e plasmideo de
transporte-HC ou ampicilina (Sigma-Aldrich Corporate, St Louis, MO, EUA) a 100 pg/mL para
plasmideo de transporte-LC. A eficiéncia de transformacdo foi determinada e algumas colénias

escolhidas para cultivo em 10 mL de meio LB liquido (0,5% extrato de levedura, 1% triptona, 1%
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NaCl) suplementado com o respectivo antibiotico. Por fim, o DNA plasmidial foi extraido
utilizando Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega Corporation,
Madisson, WI, EUA), conforme manual do fabricante, e quantificado por espectrofotometria a
DO260nm (Ultrospec 6300pro, GE Healthcare/ Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA),
aceitando apenas as amostras que apresentavam baixa concentragdo de contaminantes, através da
razdo DO260nm/DO2g0nm entre 1,7 e 2,0.

A clonagem de HC em pCHO 1.0 foi realizada a partir de 10 ug de DNA dos plasmideos
de transporte-HC e pCHO 1.0, que foram separadamente submetidos a dupla digestdo com as
respectivas enzimas de restricdo (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) a 37 °C e 16 h. Os
plasmideos digeridos foram precipitados com etanol (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e
ressuspendidos em 30 pL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Molsheim, Franca) autoclavada e
6 uL de tampdo de carregamento concentrado seis vezes (0,5% de azul de bromofenol, 50%
glicerol e 100 mM de EDTA pH 8,0). O material foi tratado com cuidados estéreis e submetido a
eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusdo (UltraPure Low Melting Point Agarose,
Life Technologies) a 1% para pCHO 1.0 e 1,5% para o plasmideo de transporte-HC com SYBR®
Safe DNA Gel Stain (Life Technologies) e em tampdo TAE (40 mM Tris-acetato e 1 mM EDTA
e agua Milli-Q autoclavada), sob 50 V por 200 min. O plasmideo pCHO 1.0 linearizado e o gene
HC digerido do plasmideo de transporte foram recortados manualmente e purificados utilizando
Wizard SV gel and PCR clean up system (Promega). Os produtos recuperados foram novamente
submetidos a precipitacdo alcoolica, sendo ressuspendidos em 10 uL para obtengdo do DNA em
maior concentracdo/volume. Em seguida, os insertos foram quantificados por fluorometria
utilizando Quant-it ds DNA BR assay 2-1000 ng (Qubit, Life Technologies) e a ligacdo de HC em
pCHO 1.0 foi preparada em reacdo contendo 2 unidades (U) da enzima T4 DNA ligase (Life
Technologies), tampédo de ligacdo 5X, Polietilenoglicol 6000 (Sigma) a 30% e agua Milli-Q para
volume final de 20 pL. O protocolo da ligacdo foi otimizado a partir de diferentes proporcées de
vetor/ inserto (100 ng) de 1:1, 1:2 e 1:3, 1:3,5, 1:5, temperatura de 16 ou 23 °C e tempo de
incubacdo de 16 a 22 h.

A clonagem de LC em HC-pCHO 1.0 foi realizada utilizando 0 mesmo protocolo descrito
para HC em pCHO 1.0, porém, anterior a aplicacdo de HC-pCHO 1.0 linear em gel de agarose,
foi necessario incluir uma etapa de defosforilagdo de grupamentos fosfato 5°. A defosforilagdo foi

realizada em reacdo utilizando 1 U da enzima fosfatase alcalina de intestino de bezerro (CIAP,
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Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, Life Technologies) a 50 °C por 60 min seguida de
inativacdo enzimatica com 0,25 mM de EDTA (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 65 °C por 15
min.

Para triagem de recombinantes, os produtos de ligagdo (HC-pCHO 1.0 e LC/HC-pCHO
1.0) foram transformados por eletroporagdo em E. coli TOP 10 (Life Technologies)
eletrocompetente conforme protocolo descrito por Sambrook e Russel, 2001. O volume total de 1
ou 2 uL do material de ligacdo foi incubado cuidadosamente a 70 uL de células
eletrocompetentes por 10 min a 4 °C, sendo em seguida transferidos para uma cubeta resfriada de
0,2 cm de espessura entre os eletrodos (cuvette 0,2 cm, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) para
aplicacao de descarga elétrica de 2,5 kV sob 5 ms, capacitancia de 25 pF e resisténcia de 200 Q
(Multiporator, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O material transformado foi incubado em
3 mL de meio S.O.C. (0,5% extrato de levedura, 2% triptona, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgClI2
10 mM, MgSO4 10 mM, Glicose 20 mM) a 37 °C e 200 rpm por 1 h, e em seguida plaqueado em
LB sdélido suplementado com canamicina 50 ug/ mL, em volumes de 100 pul a 2 mL (a partir de
precipitado celular obtido de centrifugacdo do cultivo, a 3.000 x g por 10 min), e incubado a
37°C/12-16 h.

O crescimento de colbnias indicou a possibilidade de clones recombinantes, que foram
escolhidos aleatoriamente e ampliados por cultivo em meio LB a 37 °C, por 16 h e sob 200 rpm.
Por fim, o DNA plasmidial foi extraido utilizando Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega) e triado para a liberacdo dos insertos HC e LC, pelo uso das enzimas Avrll,
Pacl, EcoRV e BstZ171 a partir da dupla digestdo enzimatica e visualizagcdo das bandas de pCHO

1.0, HC e LC por eletroforese em gel de agarose.

3.1.3 Confirmacdao de clones recombinantes para pCHO1.0/HC-LC.adabut

O sequenciamento automatico foi realizado pelo método de Sanger, Nicklen e Coulson,
1977, utilizando sequenciador de 8 capilares Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer e
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster city, CA), conforme
manual do fabricante (Life Technologies).

As amostras foram preparadas obedecendo a relacdo recomendada de 150 ng para um

plasmideo de 3-4 Kb, 1,6 pmol de oligonucleotideos iniciadores (tabela 3.1), 1 ul do reagente
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BigDye® ¢ 1,5 ul do tamp&o de sequenciamento concentrado cinco vezes, em volume final de
reacdo de 10 pL completado com agua Milli-Q. Os oligonucleotideos foram desenhados com
auxilio da ferramenta Primer3web v. 4.0.0 e os dados analisados utilizando o programa Chromas
Lite 2.1.1 e ferramentas ClustalW2 e Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, NCBI).

Tabela 3.1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para sequenciamento automatico de HC e

LC.

Iniciador* Sequéncia do iniciador
adabut/ HC - R1 (01) 5> GTAGTCTTTCACCAGGCAGC 3’
adabut/ HC - R2 (02) 5> GTACTCTTTGCCGTTCAGCC 3’
adabut/ HC - R3 (03) 5> ATACTCATCACTTGCCGGGG 3’
adabut/ HC - F1 (04) 5> CGAGGACCCTGAAGTGAAGT 3’
adabut/ LC - R1 (01) 5> GGAGGGTGGGAAGATGAACA 3
adabut/ LC - R2 (02) 5> GCCCCGGTTGAAGGACTT 3’

EP-For_pCHO/ LC (03) 5 GGTGTCGTGAGGAATTTCAG 3’
EP-Revr_pCHO/ LC (04) 5 GAGGCAGCCGGATCATAATC 3’

*Qligonucleotideos iniciadores senso (F) e anti-senso (R).

3.2 Transfeccdo de pCHO 1.0/HC-LC.adabut em CHO-S® para geracdo de populacio
estavel mista

Inicialmente a constru¢cdo pCHO 1.0/HC-LC.adabut foi ampliada em grande volume de
cultivo e 0 DNA plasmidial extraido utilizando PureLink® HiPure Plasmid DNA Purification Kit
(Life Technologies) para elevado grau de pureza. Foram produzidos diferentes lotes do vetor
plasmidial, testando como eluentes do DNA ligado na coluna de purificacdo o tampdo TAE e
agua Milli-Q estéril, até obter um lote de elevada concentracdo de DNA e presenca reduzida de
contaminantes quando avaliado na razdo de DO26onm/DO2sonm >1,9, condigdes desejadas para a
transfeccdo em célula de mamifero CHO.

Em seguida e para aumentar as chances de integracdo do vetor no genoma da célula

hospedeira sem que houvesse rompimento aleatério dos genes LC e HC ou de elementos
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necessarios para a expressao em célula de mamifero, o plasmideo foi linearizado por digestdo
enzimatica com Nrul (New England Biolabs). Foram testados diferentes protocolos de digest&o,
incluindo a enzima em concentragdes de 1 U, 2 U, 3 U e 4 U, tempo de incubagdo de 1e 3 h a
37°C, e presenca de albumina bovina sérica (BSA, Bovine Serum Albumin) no tampdo de
digestdo. A reacdo de digestdo foi submetida a filtragdo estéril utilizando colunas de acetato de
celulose 0,22 um (SPIN-X Centrifuge Filter Unit, Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) e 0
material foi quantificado por DOzgonm, Utilizando como branco da analise uma solugdo contendo
0S mesmos componentes da reagdo e com substituicdo da enzima por glicerol a 50% (quantidade
correspondente a composi¢cdo comercial).

A transfeccdo de pCHO 1.0/HC-LC.adabut em CHO-S® foi realizada por lipofeccéo,
técnica onde ocorre a formacgdo de complexos lipidicos com o DNA que séo endocitados pelas
células e carreados ao ndcleo para insercdo aleatéria no genoma. O total de 3 x 10’ células
viaveis (v.c., viable cells) CHO-S® provenientes de um cultivo em suspensdo de viabilidade
celular >95% foram filtradas em poros de 40 um (BD Biosciences, Sdo José, CA, EUA) e
separadas em volume final de 30 mL de meio quimicamente definido e livre de componentes de
origem humana ou animal CD FortiCHO (Life Technologies) suplementado com 8 mM de L-
Glutamina (GIn) (Life Technologies). Paralelamente, 50 ug do DNA plasmidial pCHO 1.0/ HC-
LC.adabut linearizado foi diluido em 1,5 mL de meio de cultivo livre de soro (SFM, Serum-Free
Medium) OptiPRO™ SFM (Life Technologies), e 50 uL do reagente para lipofeccdo FreeStyle™
MAX (Life Technologies) foi, separadamente, diluido em 1,45 mL de meio OptiPRO™ SFM. O
reagente FreeStyle® MAX diluido foi lentamente adicionado ao DNA, totalizando 3 mL de
reacao incubada por 10 minutos a temperatura ambiente para permitir a formagdo de complexos
lipidicos com o DNA. A reacgdo foi lentamente adicionada as células CHO-S®, sob leve agitagéo,
e cultivadas em frascos Erlenmeyer estéreis de policarbonato de 125 mL (SF125, Corning) por 48
ha 37 °C, sob agitacdo orbital a 150 rpm, 8% de CO; e 70-80% umidade. O mesmo protocolo foi
realizado para controle de eficiéncia da transfeccdo utilizando um plasmideo contendo o gene
GFP para expressdao da proteina verde fluorescente (GFP, Green Fluorescent Protein). Em

seguida, deu-se inicio a selecdo de transfectantes estaveis para a expressao proteica.
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3.3 Selecdo de transfectantes estaveis CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut para a expressdo
de anti-hTNFe adabut recombinante

A populacdo de clones estaveis para a transfeccdo de pCHO 1.0/ HC-LC.adabut foi
selecionada a partir da resisténcia aos agentes Puromicina (P) e MTX (M). A puromicina é um
aminonucleosideo que inibe a sintese proteica em células de mamifero através da interferéncia na
funcéo ribossomal. Células que possuem o vetor pCHO 1.0, e portanto o gene pac séo resistentes
para a presenca do antibiético. O MTX ou hidrato de metotrexato é um antagonista do acido
folico que transportado ao interior da célula pelo transportador de folatos é convertido pela
enzima folilpoliglutamato sintetase a um metabdlito poliglutamatado de alto peso molecular, que
se liga inibindo a atividade da enzima dihidrofolato redutase (DHFR). Células transfectadas com
pCHO 1.0 apresentam o gene DHFR e sdo capazes de catalisar a reducdo de 5,6-dihidrofolato a
5,6,7,8-tetrahidrofolato, molécula essencial para a sintese de DNA e duplicagdo celular,
promovendo portanto maior resisténcia ao MTX do que a basal existente nas células parentais.

A figura 3.2 esquematiza a estratégia de selecdo empregada para selecdo de transfectantes
estaveis. Foram realizados dois experimentos simultdneos e independentes, cada um composto
por duas fases distintas de tratamento com 0s agentes seletores P e M, em concentracdes
variaveis e crescentes: no experimento 1, a primeira fase de selecdo foi iniciada com P (Life
Technologies) a 10 pg/mL e M (Sigma) a 100 nM pH 10, onde o cultivo foi mantido até
recuperacdo da viabilidade celular quando deu-se inicio a segunda fase de selecdo, realizada com
P a 30 uyg/mL e M a 500 nM (experimento 1A) ou com P a 50 pg/mL e M a 1000 nM
(experimento 1B), e sendo o experimento finalizado quando obtida viabilidade celular >90%; o
experimento 2 foi realizado utilizando concentra¢des de P a 20 pg/mL e M a 200 nM na primeira
fase, e na segunda fase as mesmas condicdes descritas no experimento 1 (denominados,
entretanto, como experimentos 2A e 2B). O protocolo originou quatro diferentes populacfes
estaveis mistas, que foram avaliadas quanto ao perfil de resisténcia celular ao tratamento com
agentes seletores e quanto a produtividade especifica de anticorpo (item 3.5). A melhor condicao
estabelecida foi empregada para originar a linhagem celular produtora do anticorpo anti-hTNFa,
adabut.
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Figura 3.2 - Fluxograma esquematico mostrando o protocolo empregado para selecdo de clones

A populacdo estavel mista foi tratada com duas diferentes concentracGes de agentes seletores P: Puromicina em
png/mL, e M: MTX em nM, originando dois experimentos independentes. Na segunda fase de sele¢do, cada um dos
experimentos foi dividido em dois novos grupos de selecdo originando quatro diferentes populagdes estaveis,
selecionadas diferencialmente para posterior avaliagdo da produtividade especifica de anti-TNFo. Fluxograma
adaptado de Life Technologies®.

Os cultivos foram realizados em meio CD FortiCHO (Life Technologies) suplementado
com 8 mM de L-Glutamina (Life Technologies) e agente anti-aglutinacdo (anti-clumping, Life
Technologies) na diluicdo recomendada de 1:100. A primeira fase de sele¢do foi iniciada com
0,5x 10° cels/mL e volume de 40 mL, em cultivo estatico utilizando garrafas estéreis de
poliestireno de 150 mL e filtro de 2 um (T150, Corning), a 37 °C sob variacdo de CO, de 5-8% e
umidade de 70-80%, durante 7 dias, tempo esperado para recuperacdo de viabilidade celular
>30%. Posteriormente, foi realizada uma troca completa de meio, a partir da centrifugacao das
células a 200 x g por 7 minutos, e iniciado o cultivo sob agitacdo a 150 rpm com 0,3 x 10°
cels/mL. A selecdo foi monitorada pela viabilidade celular realizando periodicamente trocas
parciais ou completas de meio e renovando o agente seletor. A contagem do numero total de
células e viabilidade celular foi realizada pelo método de azul de tripano em plataforma
automatizada Vi-CELL (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). Ao final do experimento, as células
foram aliquotadas e criopreservadas na concentragdo de 1,0-1,5 x 107 v.c. em volume de 1 mL de
meio CD FortiCHO suplementado com 8 mM GIn contendo dimetilsulféxido (DMSQO) a 10%,
em protocolo de congelamento gradual desde -20 até -196 °C e com armazenamento final em

nitrogénio liquido.
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3.4 Avaliacdo preliminar da expresséo do anticorpo anti-TNFa

O sobrenadante de cultivo foi recuperado e submetido a uma caracterizagdo preliminar
que objetivou confirmar: (i) a expressdo do anticorpo recombinante adabut pelo hospedeiro
CHO-S®, por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% (sodium-dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) e 80 V e pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA)
sanduiche (direto); e (i1) a capacidade de reconhecimento ao TNFa, por ELISA indireto € por
imunoblotting. O ELISA foi realizado a partir da sensibilizagdo de placas de polipropileno
(Nunc-MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Denmark) com 1,0 pug/mL (100 ng/100 pl
por pogo) de anticorpo Goat anti-human IgG-UNLB (cat. 2040-01, Southern Biotech, Alabama,
EUA) para ELISA sanduiche (direto) ou TNFo humano recombinante (rhTNFa) (cat. rhtnf-a,
Invivogen, S&o Diego, CA, EUA) para ELISA indireto em concentragdes diluidas serialmente na
razdo de 1:2 a partir de 1,0 pg/ mL até 0,03 pug/ mL, em tampéo carbonato de sodio 15 mM
(Merck) e bicarbonato de sddio 35 mM (Merck) (pH 9,6), e incubagdo em camara umida a 4-8 °C
por 18 h. A placa foi lavada com tampdo fosfato-salina (PBS) pH 7,4 e Tween 20 (Sigma) a
0,05% (PBSTy) e bloqueada por 2 h em temperatura ambiente (TA) com solucéo de PBS e leite
desnatado (Nestle, Aracatuba, SP, Brasil) a 10%, sendo, em seguida, lavada novamente com
PBSTy para remocdo da solugdo de blogqueio. O ensaio foi realizado adicionando as amostras
(anticorpo primério) provenientes do sobrenadante de cultivo e anticorpos controle positivo anti-
hTNFa (cat. htnfa-mabl, Invivogen) ou negativo 1gG humano (WA 10452, Sigma) em diluicGes
seriadas realizadas em PBS e leite desnatado a 5%, em incuba¢do em camara umida a 37 °C por
1 h. A placa foi lavada com PBST,, para adi¢do do anticorpo secundario Goat anti-human IgG-
HRP (cat. 2040-05, Southern Biotech) a 37 °C por 1 h, em concentracdo de uso previamente
padronizada a partir de diluigdes sucessivas de 1:500 até 1:32.000. Apoés incubacdo, a placa foi
lavada para revelar a reacdo com 100 pL de solucdo contendo cromdgeno tetrametilbenzidina 1%
(TMB, Sigma), DMSO (Sigma) e substrato H,O, em tampéo acetato de sddio/acido citrico 100
mM pH 6, por 20 min a TA e ao abrigo de luz. Por fim, a reacdo foi interrompida com 50 pL de
H,SO, 4,7 N e as absorbancias lidas em espectrofotometro (iIEMS Analyser, Labsystems,
Helsinki, Finlandia) em filtro de 450 nm. A quantificacdo foi realizada através do calculo de
regressao logistica ndo linear de uma curva padrdo obtida com o anticorpo IgG humano (WA

10452, Sigma) em concentracdes de 0,194 a 0,003 pg/mL. Os dados foram analisados pelos
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programas Genesis v. 3.03 e GraphPad Prism 5 ou Microsoft Excel®. O immunoblotting foi
realizado a partir da transferéncia de 500 ng de TNFo a membranas de polivinilideno (PVVDF)
(GE Healthcare, Buckinghmshire, Reino Unido) em sistema semisseco (Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell, Bio-Rad). As bandas foram visualizadas apds coloracdo com vermelho de Ponceau
(Sigma) e a reacdo revelada com o substrato de peroxidase 3, 3'-diaminobenzidina (DAB)
(Sigma) a 0,6 mg/mL. Foi utilizado como controle positivo 1 pg do anticorpo anti-hTNFa
comercial (cat. htnfa-mbal, Invivogen) e negativo 1 pg de anticorpo 1gG humano (WA 10452,
Sigma), empregando como anticorpo secundario Goat anti-human 1gG-HRP (cat. 2040-05,
Southern Biotech) em diluicdo de 1:500.

3.5 Analise da produtividade especifica (Qp, cell-specific productivity)

O total de 1 x 10" v.c. de cada experimento (1A, 1B, 2A e 2B) foi separado em volume de
30 mL e cultivado a 37 °C e 5% de CO, sob agitacdo de 150 rpm. Apos 3 e 5 dias de cultivo,
foram coletadas amostras de 1 mL para contagem do nimero de células viaveis em equipamento
Vi-CELL e para recuperacdo do sobrenadante e quantificacdo de anticorpo expresso por ELISA
sanduiche. O consumo de glicose também foi monitorado utilizando o sistema de dosagem por
ultravioleta UV Accu-Check Advantage Il (Roche, Basiléia, Suica).

O calculo de Q, (produtividade especifica) foi determinado a partir da relacdo entre a
produtividade (g/L) e a integral da concentracdo de células viaveis (IVCC, Integral Viable Cell
Concentration), indicador de crescimento celular em um cultivo, com resultado em pcd (pico-
célula-dia). O Q, foi calculado utilizando Q, = Py /IVCC;, onde Py, representa a concentracéo
total de anticorpos quantificados por ELISA ou ressonancia plasménica de superficie (SPR,
Surface Plasmon Resonance, BlAcore®), conforme item 3.6, em médias de duplicatas obtidas
com diluicdes seriadas de 1:100 a 1:12.800, dividida pela IVCC total (IVCCy), calculado por
IVCC; = YIVC;i, onde IVC representa a concentragdo de células viaveis no tempo ; de anélise, e
que pode ser determinado por IVC; = 0,5 x (Xvi + Xui1) X (ti — ti.2), sendo Xy a concentragéo de
células viaveis (v.c./mL) em relacdo ao tempo t, onde ; representa o tempo no ponto da analise e

i-1 N0 ponto anterior.
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3.6 Geracéo de linhagem celular CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut

O isolamento monoclonal de recombinantes produtivos para a expressao de anti-TNFa,
adabut foi realizado utilizando o equipamento robdtico ClonePix FL (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) a partir das populacdes estaveis mistas mais produtivas. Para cada
experimento, 300 células/mL foram adicionadas a 50 mL de meio semissolido CloneMedia CHO
(Molecular Devices), totalizando 3 x 10* células em 100 mL de meio suplementado com 6 mM
de GIn (Life Technologies) e 10.000 U do anticorpo anti-lgG H+L humano marcado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) CloneDetect (K8200, Molecular Devices) para deteccdo dos
anticorpos expressos por microscopia optica acoplada a um filtro de fluorescéncia (488/530 nm).
As células foram divididas em microplacas de 6 pogos (EquiGlass non TC, Molecular Devices) a
2 mL por poco, e submetidas a cultivo estatico por 8-10 dias, sob 37 °C/8% de CO,. Apo0s este
periodo, as placas foram analisadas pelo programa ClonePix FL (Molecular Devices) para
identificacdo de coldnias monoclonais, onde cada poco foi subdividido em 6 se¢des, totalizando
36 secOes por placa, expostas para aquisicdo de imagens com luz branca em intensidade 92 por
410 ms seguida de leitura por luz fluorescente em intensidade 128 por 1000 ms. A deteccdo de
colénias monoclonais foi realizada utilizando o algoritmo “Local Threshold”, ou seja,
considerando a fluorescéncia individual emitida pela coldnia quando comparada a fluorescéncia
detectada em sua proximidade na placa, e selecionando-as para coleta de acordo com a
intensidade de fluorescéncia média exterior (EMFI, Exterior Mean Fluorescence Intensity),
tamanho e densidade/compactacédo da col6nia, e distancia entre col6nias vizinhas.

As coldnias que satisfizeram estes parametros e que apresentavam diametro > 0,6 mm
foram classificadas como “aceitas”; colonias intermedidrias, de didmetro < 0,6 mm, foram
consideradas “irregulares” e avaliadas individualmente para a possibilidade de coleta, sendo
classificadas como “irregulares aceitas” ou apenas “irregulares” (rejeitadas). As colbnias que
apresentavam elevada irregularidade foram classificadas como “rejeitadas” e desconsideradas na
analise, bem como demais coldnias diretamente rejeitadas pelo programa.

As colonias “aceitas” e “irregulares aceitas” foram coletadas em uma placa de 96 pogos
contendo 200 pL de meio CD Forti CHO suplementado com 8 mM de Gln, onde o crescimento

celular foi monitorado por microscopia optica (Eclipse TS100, Nikon Inc., Melville, NY, EUA)
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para a expansdo do cultivo. A coleta da colonia pelo robd foi observada atraves de imagem

gerada pelo equipamento, conforme demonstrado na figura 3.3.

Figura 3.3 - Coleta de colbnia realizada pelo equipamento robético ClonePix FL.
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Imagem captada pelo programa ClonePix FL mostrando a) colonia identificada com carater de monoclonalidade e
imagem adquirida b) ap6s a coleta do clone e transferéncia para placa de 96 pocos contendo meio de cultivo liquido.
Entre cada etapa de coleta de um monoclonal, a agulha de puncdo é intensamente lavada com etanol 79%, nédo
havendo risco de contaminacdo com células isoladas na coleta anterior.

A partir do quarto dia de cultivo a confluéncia dos pocos foi acompanhada para
transferéncia em microplacas de poliestireno de 24 pocos proprias para cultivo de celulas
(Corning) e, sequencialmente, microplacas de 6 pocos e garrafas estéreis de policarbonato de
25 cm? (T25, Corning), as duas Gltimas com adicdo de agente anti-aglutinacdo a 1:1.000.
Inicialmente os clones foram avaliados quanto ao crescimento e, nos intervalos do processo, por
produtividade. A confluéncia foi individualmente qualificada como: i) suficiente, quando > 70%;
ii) intermediaria, quando entre 40-70%; ¢ baixa, quando < 40%. Os pogos qualificados como
intermediario foram subdivididos entre “intermediario suficiente” e “intermediario baixo”, sendo
eleitos para expansdo os classificados como “suficiente” e “intermediario suficiente”. Os demais
foram mantidos em cultivo e acompanhados periodicamente até transferéncia/descarte.

A tabela 3.2 mostra os critérios analisados para a transferéncia dos clones. Todas as
colonias consideradas “aceitas” e “irregulares aceitas” foram transferidas do meio semissélido
para microplacas de 96 pocos, onde as col6nias foram acompanhadas até confluéncia > 70% para
transferéncia a placas de 24 pocos. Nesta etapa, a presenca de anticorpo foi detectada por ELISA,
excluindo apenas clones que apresentavam baixa/nula concentracdo no sobrenadante, os demais
foram transferidos para placas de 6 pocos. A transferéncia das células de placas de 6 po¢os para

garrafas T25 foi realizada considerando os clones que apresentavam melhor perfil de crescimento
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celular e produtividade: concentracdo de anticorpo detectado por ELISA/nimero de células
vidveis x 10° estimado pelo citdmetro de fluxo Guava EasyCyte Mini (Guava Technologies,
Hayward, CA, EUA). A transferéncia de T25 para frascos SF125 foi realizada ap6s determinacédo
da produtividade média especifica por célula (PCD) em experimento de trés dias, onde os clones
escolhidos permaneceram monitorados para avaliacdo da capacidade de cultivo em suspenséo a
150 rpm. Os clones adaptados e triados frente a um novo PCD de 5 dias foram aceitos para
cultivo de batelada alimentada (Fed-Batch), onde o total de 0,3 x 10° células/mL foram
cultivadas em 30 mL de meio CD Forti CHO suplementado com GIn a 8 mM e agente anti-
aglutinacéo a 1:1.000 sob 37 °C, 150 rpm e 8% CO, por 14 dias, com alimentagéo de glicose a 4
g/L nos dias 3 e 5 e a 6 g/L no dia 7. Foram coletadas amostras nos dias 3, 5, 7, 10, 12 e 14 para
determinacdo do numero e viabilidade celular e para quantificacdo de anticorpos por ELISA,
estabelecendo assim a curva de produtividade de cada clone. As concentracdes de anticorpo dos
dias 3, 7 e 12 e 14 foram novamente mensuradas por SPR, utilizando Human Antibody Capture
Kit (BR-1008-39, GE Healthcare, Uppsala, Suécia) conforme instrucbes do fabricante e
empregando uma curva padrdo composta por diluicdes de 0 a 12 pug/mL do anticorpo produzido
pela populacdo estdvel mista da selecdo 2B (anti-TNFo adabut/selegao 2B, item 3.3). As
quantificacdes de anticorpo realizadas nos dias onde ha producdo acumulada (dias 12 e 14)
permitiram maior fidedignidade na classificagcdo dos clones mais produtivos, considerando o
processo empregado. Ao longo de todas as etapas, as células foram congeladas para
armazenamento em nitrogénio liquido, conforme detalhado no item 3.3. Ao final da geracdo de
linhagem foram obtidos oito clones principais que tiveram suas células ampliadas e congeladas,
primeiramente em sistema de banco de células de pesquisa, e para futura montagem do banco
mestre de células (MCB).
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Tabela 3.2 - Critérios utilizados para a selecdo dos melhores clones ao longo do processo de geragdo de linhagem CHO-S®/pCHO

1.0/HC-LC.adabut.

Cultivo

Produtividade

Ensaios Funcionais

Algoritmo de

ClonePix FL  Confluéncia
>70%

v.c. x 10°

Especifica
(PCD)

Presenca de

: Absoluta
anticorpo

Estabilidade

Afinidade
a0 TNFa

Atividade
Bioldgica

Meio
semissolido

Placas de 96
pogos

Placas de 24
pOogos
Placas de 6
pocos
Garrafas
T25

Erlenmeyer
SF125

Fed-Batch
SF125

Estabilidade
60 gerag0es

Classificacéo

final

Critérios considerados em cada uma das etapas da geracdo de linhagem para selecionar os melhores clones em estabilidade de cultivo, produtividade de anticorpo
e sua atividade funcional. Nas primeiras etapas foram observados aspectos gerais como confluéncia das células nos pogos e presenga/auséncia de anticorpos
expressos. Com a ampliacdo do no ndmero de células e, consequentemente, volume do cultivo, foi possivel determinar a produtividade especifica. Os clones
selecionados seguiram em um cultivo de batelada alimentada para determinar a curva de producdo e, posteriormente, os melhores classificados foram analisados
quanto a estabilidade de expressao do anticorpo ao longo de 60 geragdes. A classificacdo final considerou todas as variaveis analisadas no processo de geracéo de
linhagem celular, incluindo a atividade funcional do anticorpo em dois diferentes ensaios in vitro.


Mateus
branco
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3.7 Purificacio de adabut do sobrenadante de cultivo

O anticorpo recombinante anti-hTNFo adabut expresso no sobrenadante de cultivo pelo
hospedeiro CHO-S® foi purificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) utilizando como fase estacionaria uma coluna de
afinidade em proteina A, a partir de protocolos pré-estabelecido no laboratério (SERPIERI et al.,
2010). Inicialmente, os cultivos foram centrifugados a 3.000 x g ou rotacdo maxima em rotor
F45-24-11 (Eppendorf) por 10 minutos e o sobrenadante filtrado em membrana de
polietersulfona (PES) de 0,22 um (Millex GP, Millipore). A coluna HiTrap rProtein A FF (GE
Healthcare) foi equilibrada com 5 volumes de coluna (CV, Column Volume) de tampéo fosfato de
sodio 20 mM (Synth, Diadema, SP, Brasil), pH 7,0, e a amostra clarificada aplicada a um fluxo
de 0,5 mL/min. Em seguida, a coluna foi lavada com tampé&o fosfato de sédio 20 mM pH 7,0 até
estabilizacdo da leitura de DOggonm, € 0 anticorpo eluido em tampéo citrato trissédico 100 mM
(Merck) pH 3,2. As fragOes que apresentaram leitura de DO2gonm foram coletadas, sendo o pH do
eluato correspondente ao anticorpo imediatamente neutralizado com solugédo Tris-HCI 1M (Life
Technologies). Por fim, a coluna foi regenerada com 5 CV dos tampdes Glicina 50 mM
(Dinamica, Diadema, SP, Brasil)/NaCl 150 mM (Synth) pH 2,3, e Tris 50 mM/NaCl 1 M, pH 8,6,
e lavada com 5 CV de tampao Tris 50 mM e NaCl 150 mM, pH 8,6. Durante todas as etapas,
foram coletadas aliquotas para visualizacdo do perfil proteico em SDS-PAGE.

A amostra contendo o anticorpo purificado foi submetida a dialise em membrana de
celulose para retencdo molecular >14 kDa (Dialysis tubing cellulose membrane, Sigma),
realizando trocas de tampédo PBS ap6s uma incubacéo de 16 h/4-8 °C, seguida por uma troca apds
5 h/4-8 °C. O material foi filtrado em membrana de PVDF de 0,22 um (Millex-GV, Millipore) e
armazenado a -20 °C. A concentracdo do anticorpo foi determinada por leitura em DOggonm, @
partir da formula Cpugme = {DO2gonm// (Emolar X 10)/P.M.]} X 10, onde CmgmL representa a
concentracdo de anticorpo em mg/mL, DO,gonm @ leitura de absorbancia a 280 nm obtida de
amostra purificada, Emelar 0 coeficiente de extingdo molar e P.M. o peso molecular do anticorpo,
ambos obtidos de predicdo in silico realizada com a ferramenta ProtParam (ExPaSy, apéndice
B).
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3.8 Cinética de ligagdo de anti-TNFa adabut ao rhTNFa

Os anticorpos anti-hTNFa adabut produzidos pelos clones recombinantes durante o
experimento de batelada alimentada (item 3.6) foram purificados (item 3.7) e avaliados quanto a
afinidade por cinética de ligagao ao rhTNFa por SPR em sistema BIAcore T200 (GE Healthcare).
Para a analise, o TNFa (Invivogen) foi imobilizado em sensores CM5 (Sensor Chip CM5, GE
Healthcare) utilizando o método de ligagdo por amina: TNFa a 10 pg/mL em tampao acetato pH
5,0; tempo de contato de 420 s a 10 pL/min sob 25 °C.

Os estudos de cinética foram feitos na abordagem de ciclos multiplos. Foram cinco
concentracdes de cada amostra, 0 a 20 pg/mL, fator 2, aplicadas por 180 s a 30puL/min em
tampao de corrida HBS-EP (HBS-N - Hepes 0,01 M pH 7.4 e NaCl 0,15 M - comEDTA3 mM e
Tween 20 a 0,005%). Apos dissociacdo de 540 s, a regeneracédo foi feita com pulso de 15 pL de
HCI 100 mM. As constantes cinéticas, k, (ou Kon) (1/Ms) de associacdo e kg (ou ko) (1/s) de
dissociacdo, foram calculadas pelo modelo de interacdo 1:1 de Langmuir. A afinidade da ligacéo
(Kp), expressa em M, foi determinada a partir da razdo Kp = Kg/ka, 0 resultado para cada clone
representa a média de dois experimentos independentes. As afinidades ao TNFa dos anticorpos
produzidos pelos diferentes clones foram comparadas entre si e entre a do anticorpo controle
adalimumabe (Humira®) por analise estatistica de variancia (ANOVA) néo paramétrica - teste de

Friedman ou teste t de Student, utilizando o programa GraphPad Prism 5.
3.9 Atividade funcional do anticorpo adabut

A atividade funcional do anticorpo monoclonal anti-hTNFa adabut recombinante foi
avaliada em dois ensaios que demonstram a capacidade de bloqueio da funcdo bioldgica do

TNFo.

3.9.1 Neutralizagdo de citotoxicidade induzida por TNFo em células L929

O ensaio de neutralizagéo de citotoxicidade induzida por rhTNFa em fibroblastos murinos
L929 sensibilizados foi adaptado de Hansen, Nielsen e Berg, 1989 e Salfeld et al., 2000 e baseia-

se na capacidade do anti-TNFa em inibir morte celular apds incubagdo com rhTNFa, em até 24 h.
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Inicialmente, fibroblastos L929 (CCL-1, ATCC, Manassas, VA, USA) foram cultivados para
estabelecer a curva de crescimento celular, onde o total de 1 x 10° v.c. em 10 mL de meio
DME/F12 (Sigma) e soro fetal bovino (SFB, Cultilab) a 10% foram distribuidas em diferentes
garrafas estéreis de poliestireno de 50 mL e filtro de 2 um (T50, Corning) para cultivo estético e
contagem do nimero de células apds 24, 48, 72 e 96 horas pelo método de azul de tripano 0,4%
(Sigma) diluido em PBS. O tempo de duplicacdo foi estimado a partir da média de quatro
contagens de t; — t;.; obtidas na fase exponencial do cultivo. As células foram investigadas para a
auséncia de Mycoplasma pelo método de luminescéncia MycoAlert PLUS Mycoplasma Detection
Kit (Lonza, Walkersville, MD, USA).

Para estabelecer a curva de toxicidade de thTNFa em fibroblastos L929, o total de 5 x 10*
células/poco (1x10° células/mL) em meio DME/F12, 10% FCS, 2 mM GlIn (HyClone, Logan,
UT, EUA) foram incubadas com rhTNFa em concentragdes de 40 ng/mL a 0,01 ng/mL, volume
de 50 pL, incluindo o agente sensibilizador actinomicina-D (Sigma) a 1 pg/mL em 50 pL. O
ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 pocos (Nunclon Surface, Thermo Fisher
Scientific) a 37 °C sob CO, a 5% por 20 h, e, apds este periodo, a viabilidade celular foi
quantificada pelo método colorimétrico de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolio) que compreende a reducdo de sais de tetrazdlio a formazan por enzimas
mitocondriais (MOSMANN, 1983). Para tal, o volume de 100 uL do sobrenadante foi
cuidadosamente removido para a adi¢do de 50 uL de MTT (Sigma) a 5 mg/mL diluido em PBS
estéril. A placa foi novamente incubada a 37 °C sob CO;, a 5% por 4 h, sendo em seguida
adicionados 50 uL de SDS (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 20% para dissolu¢do completa
dos sais de formazan, em incubacdo a 37 °C por 20 h. Por fim, as densidades Opticas foram
mensuradas em DO a 540 ou 595 nm. O experimento foi realizado em duplicatas utilizando como
controle células L929 contendo apenas meio de cultivo (controle negativo) e células L929 com
apenas anti-TNFo adabut/selecdo 2B, para avaliar também o efeito de toxicidade celular causado
pelo anticorpo purificado.

A janela de neutralizacdo do anti-TNFa, ou concentracdo inibitoria de 50% das células
(ICs), foi realizada para os anticorpos produzidos pelos clones melhor classificados e para o
adalimumabe (Humira®). Inicialmente o experimento foi padronizado com os anticorpos anti-
TNFa adabut/selecio 2B purificado e controle anti-hTNFa comercial (Invivogen) diluidos

serialmente 1:2 em meio DME/ F12, 10% SFB, 2 mM GIn em concentra¢des de 33 pg/mL a 16
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ng/mL ou 1 pg/mL a ~0,5 ng/mL por pogo, volume de 100 pL, e incubados com rhTNFa na
concentracdo final de 10 ng/mL, volume de 50 puL a TA por 30 min. O ensaio de MTT foi
realizado utilizando o mesmo protocolo descrito anteriormente. A 1Csq dos anticorpos produzidos
pelos diferentes clones foi determinada em trés a quatro experimentos independentes com auxilio
do programa GraphPad Prism 5. A média foi comparada a ICs, obtida para o anticorpo controle
adalimumabe (Humira®) através do teste estatistico t de Student, utilizando o programa Microsoft
Excel®. Os clones produtores de anticorpos com atividade funcional inferior a de adalimumabe
foram descontinuados e os demais, estatisticamente equivalentes, foram avaliados em um

segundo experimento de caracterizacdo funcional, conforme segue.

3.9.2 Inibigéo da expressdo de ELAM-1 em células HUVEC

O protocolo de inibi¢do da fungdo efetora de TNFa para a expressdo de moléculas de
adesdo ao endotélio de leucocitos (ELAM-1, Endothelial cell Leukocyte Adhesion Molecule-1)
em células humanas de endotélio umbilical (HUVEC, Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
foi desenvolvido com base em Bevilacqua et al., 1994, Polchow et al., 2012, Salfeld et al., 2000 e
Zeller et al., 2012. O equivalente a 0,15 x 10° célulassmL HUVEC (CC-2519, Lonza) foram
cultivadas em meio EGM completo (Lonza) a 37 °C por 16-18 h em placas de 24 pocos. Em
seguida, 0 meio de cultivo foi cuidadosamente removido para a adicdo de uma reagdo antigeno-
anticorpo contendo anti-hTNF-a na concentracao final de 300 ug/mL e TNFa em concentragdes
de 50, 100 e 200 ng/mL, previamente homogeneizada e incubada por 30 min a TA. As células
foram mantidas com a reacdo durante 4h e em seguida marcadas para a analise qualitativa da
expressdo de selectinas. Assim, apds o periodo de incubacdo, o sobrenadante de cultivo foi
recuperado para a quantificagdo paralela de TNFa livre/residual por SPR e as células incubadas
com Fc Blocking Reagent (BD Biosciences) para impedir o reconhecimento inespecifico dos
anticorpos a receptores de Fc (FcRs, Fc receptors) de membrana celular, conforme condicdes
recomendadas pelo fabricante. O anticorpo murino anti-ELAM-1 humano IgG2a (AHS6211, Life
Technologies) a 1 pg/mL, volume de 0,2 mL, foi incubado com a reacdo nas células por 1h a TA.
Em seguida, o meio foi retirado e as células lavadas duas vezes com PBS para a adicdo do
anticorpo secundario anti-mouse 1gG marcado com FITC (F2883, Sigma) a 1:128, volume de 0,2

mL, por 1h/TA. As células foram novamente lavadas com PBS e, por fim, visualizadas em
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microscopia de fluorescéncia (Eclipse TE300, Nikon). A quantificagdo do TNFa livre a partir do
sobrenadante de cultivo foi realizada em plataforma BlAcore utilizando o sensor CM5
sensibilizado via ligagdo amino com anti-TNFa (Invivogen). Para tal, uma solucéo do anticorpo a
25 pg/mL em tampdo acetato de s6dio 10 mM pH 4,5 foi aplicada no sensor ativado com
NHS/EDC  (N-hidroxisuccinimida/  hidrocloreto  de  1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)
carbodiimida), em reacgéo realizada a 25 °C. Para a tentativa de quantificagdo do TNFa livre foi
utilizado como referéncia uma curva de TNF de 0 até 100 ng/mL.

Como controle da reacdo as cé€lulas foram incubadas com apenas TNFa, meio de cultivo
ou o anticorpo anti-TNF adalimumabe (Humira®). Além destes, com o intuito de investigar a
possibilidade de toxicidade intrinseca as células humanas, os anticorpos produzidos também

foram incubados em cultivo, isoladamente.
3.10 Estabilidade de clones produtores de anti-hTNFa

A andlise da estabilidade de expressdo de anti- hTNFa foi realizada a partir de um cultivo
prolongado durante 60 geracdes utilizando o meio Dynamis AGT (Life Technologies)
suplementado com 8 mM de glutamina e agente anti-aglutinacdo a 1:1000, sob 37 °C, 150 rpm e
8% CO,. Ao longo de todas as passagens, realizadas a cada 3-4 dias, foram coletadas amostras
para a quantificacdo de anticorpos por BlAcore (item 3.6) e para a determinacdo do nimero de
células/viabilidade. A produtividade especifica (PCD) foi comparada nas geracdes 0, 25, 45 e 60

em um cultivo paralelo e simultaneo de duracgéo de cinco dias.
3.11 Avaliagéo de clones produtores de anti-hTNFa de segunda geracio

Inicialmente o sensor NTA (Sensor Chip NTA, GE Healthcare) foi equilibrado em tampao
contendo HBS-N (Hepes 0,01 M pH 7.4 e NaCl 0,15 M), Tween 20 a 0,00 5% e EDTA a 50 uM
e sensibilizado com NiCl, 500 mM por 60 s a 10 pL/min. Os receptores FcyRI ou FeyRIIB/C
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) foram capturados a 5 pg/mL por 60 s a 10 pL/min, em
reacdo a 25 °C e, em seguida, os anticorpos purificados, produzidos pelos diferentes clones,
foram avaliados quanto a cinética do tipo single cycle para calculo de afinidade de ligacdo (Kp).

Foram utilizadas cinco concentragdes diferentes de amostra, variando de 1,25 a 20 pg/mL, razéo
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1:2, e sob 240 s de contato, 600 s de dissociacdo e fluxo de 30 pL/min. A regeneracao do sensor
foi realizada com ~0,3 M EDTA dissodico por 60s a 30 pL/min. O ensaio de cinética foi
realizado em dois experimentos independentes, sendo a média da constante Kp comparada pela
analise de variancia (ANOVA) ndo paramétrica - teste de Friedman utilizando o programa

GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Clonagem de cadeias leve e pesada do anticorpo anti-hTNFa,

As sequéncias génicas das cadeias leve e pesada do anticorpo anti-TNFa, sintetizadas a
partir de construcBes contendo os elementos necessarios para a expressao em hospedeiro CHO,
foram removidas do vetor de transporte e clonadas em vetor de expressao pCHO 1.0. Dentre 0s
protocolos testados, a proporgdo vetor/inserto de 1:3 em reacéo a 16 °C e 20 h foi a que permitiu
clonagem de HC em pCHO 1.0, apresentando eficiéncia de transformacio de 5 x 10" UFC/ pg
DNA. Do total de 12 clones analisados nesta condi¢do, apenas um se mostrou recombinante para

HC, o clone 12 apresentado na figura 4.1, o qual foi ampliado para insercéo de LC.

Figura 4.1 - Visualizacdo de DNA em gel de agarose em experimento para confirmacdo da
clonagem de inserto HC em pCHO 1.0.
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Gel de agarose a 1% mostrando em A: pCHO 1.0 de 12988 pb, B: plasmideo de transporte-HC com liberacdo do
inserto HC de 1434 pb e em 1 a 12 os clones analisados por dupla digestdo enzimética para liberacdo do inserto HC
quando clonado no vetor plasmidial. Apenas o clone 12 apresentou dois componentes moleculares de tamanho
esperado para o vetor plasmidial e inserto HC, sendo, portanto, ampliado para posterior clonagem de LC.

A clonagem de LC em pCHO 1.0/HC foi possivel apenas através da razdo vetor/inserto de
1:3,5, em protocolo de ligacdo a 23 °C e 20 h que apresentou eficiéncia de transformacéo de 9,4 x
10° UFC/pg DNA. Foram triados 16 clones nesta condigdo, sendo obtidos 15 recombinantes que
originaram um plasmideo pCHO 1.0/HC-LC.adabut de ~15 Kb. Dos 15 clones recombinantes, 6

foram escolhidos para confirmar a preservacdo de HC em ensaio de dupla digestdo enzimaética.



56

Todos apresentaram o gene quando analisados em eletroforese. Dos 6 clones recombinantes para
HC e LC, 3 foram escolhidos aleatoriamente para confirmacdo da sequencia de nucleotideos
(tem 4.1.1).

A escolha de sequéncias VH e VL do anticorpo adalimumabe para clonagem e
desenvolvimento do anti-TNFo adabut deu-se no inicio do projeto em 2012. Tratava-se do
primeiro anticorpo inteiramente humano com prazo proximo para expiracdo de patente. O
anticorpo apresentava resultados clinicos seguros (DEN BROEDER et al., 2002; RAU et al.,
1999) e correspondendo a uma das principais fracfes de gastos do MS na importacdo de
medicamentos (BRANDAO et al., 2011; MONTEIRO; ZANINI, 2008).

Embora a eficiéncia de transformacdo de HC em pCHO 1.0 tenha sido maior do que a
para LC em pCHO 1.0/HC, o nimero de clones recombinantes obtidos foi menor (1 em 12
analisados) quando comparado aos recombinantes pCHO 1.0/HC-LC.adabut (14 de 15
analisados). O resultado indica que o protocolo de ligacdo utilizado para HC em pCHO 1.0 pode
ser otimizado além das condicdes testadas. A melhoria na ligacdo pode estar associada & mudanca
no protocolo que, para LC em pCHO 1.0/HC, foi realizado incluindo prévia defosforilagdo das

extremidades do plasmideo linearizado com a enzima CIAP.

4.1.1 Sequenciamento automatico de clones pCHO 1.0/HC-LC.adabut recombinantes

A confirmacdo da clonagem e integridade génica das construcdes projetadas (item 3.1.1)
foi realizada por sequenciamento automatico em trés clones que se mostraram recombinantes
para ambos 0s genes HC e LC. Cada reagdo utilizou 500 ng de DNA plasmidial e 1,6 pmol de
oligonucleotideo iniciador. A analise confirmou identidade de 100% com as sequéncias dos genes
de cadeia leve e pesada de anti-TNFa sintetizados com codons otimizados e suas regides
plasmidiais adjacentes. O namero de nucleotideos sequenciados por cada oligonucleotideo

iniciador esta apresentado na tabela 4.1.



57

Tabela 4.1 - Numero de nucleotideos (nt) de HC e LC sequenciados em cada respectivo
oligonucleotideo iniciador.

Clone/ Cadeia

Iniciador”

Inicio de
sequenciamento

Término do

sequenciamento

N° de nt sequenciados em
pCHO 1.0/HC-LC.adabut

Clone 02/ HC

Clone 02/ HC

Clone 02/ HC

Clone 02/ HC

Clone 02/ LC

Clone 02/ LC

Clone 02/ LC

Clone 02/ LC

Clone 04/ HC

Clone 04/ HC

Clone 04/ HC

Clone 04/ HC

Clone 04/ LC

Clone 04/ LC

Clone 04/ LC

Clone 04/ LC

Clone 05/ HC

Clone 05/ HC

Clone 05/ HC

Clone 05/ HC

Clone 05/ LC

Clone 05/ LC

Clone 05/ LC

Clone 05/ LC

adabut/ HC-R1 (HC1)
adabut/ HC-R2 (HC2)
adabut/ HC-R3 (HC3)
adabut/ HC-F1 (HC4)
adabut/ LC-R1 (LC1)
adabut/ LC-R2 (LC2)
EP-For_pCHO (LC3)
EP-Rev_pCHO (LC4)
adabut/ HC-R1 (HC1)
adabut/ HC-R2 (HC2)
adabut/ HC-R3 (HC3)
adabut/ HC-F1 (HC4)
adabut/ LC-R1 (LC1)
adabut/ LC-R2 (LC2)
EP-For_pCHO (LC3)
EP-Rev_pCHO (LC4)
adabut/ HC-R1 (HC1)
adabut/ HC-R2 (HC2)
adabut/ HC-R3 (HC3)
adabut/ HC-F1 (HC4)
adabut/ LC-R1 (LC1)
adabut/ LC-R2 (LC2)
EP-For_pCHO (LC3)

EP-Rev_pCHO (LC4)

1nt

221 nt

611 nt

933 nt

1nt

1nt

1nt

198 nt

1nt

174 nt

605 nt

930 nt

1nt

1nt

1nt

397 nt

1nt

294 nt

589 nt

930 nt

1nt

1nt

1nt

148 nt

479 nt

980 nt

1385 nt

1434 nt

379 nt

654 nt

552 nt

725 nt

479 nt

991 nt

1385 nt

1434 nt

389 nt

654 nt

594 nt

725 nt

483 nt

976 nt

1386 nt

1434 nt

377 nt

647 nt

573 nt

725 nt

479

760

775

502

379

654

552

528

479

818

781

505

389

654

594

329

483

683

798

505

377

647

573

578

“Oligonucleotideos iniciadores senso (F) e antisenso (R). Destaque para inicio e término do gene sequenciado.
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Dos 3 clones com sequéncias confirmadas, um deles foi aleatoriamente escolhido para dar
continuidade ao protocolo de clonagem em célula eucaridtica. A figura 4.2 mostra o clone
escolhido para transfecgdo em hospedeiro CHO, com liberacédo de insertos LC e HC.

Figura 4.2 - Visualizacdo de DNA em gel de agarose apds clonagem de insertos LC e HC em
pCHOL1.0.
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Gel de agarose a 0,8% mostrando o clone pCHO 1.0/HC-LC.adabut escolhido para transfeccdo em célula eucariética
CHO-S®, onde 1: HC: 1434 pb e plasmideo de transporte-HC: 2278 pb; 2: LC: 725 pb e plasmideo de transporte-
LC: 2374 pb; 3: pCHO 1.0: 12988 pb; 4: pCHO 1.0/HC: 14422 pb; 5: pCHO 1.0/HC-LC.adabut (15147 pb), com os
fragmentos pCHO 1.0/HC (14422 pb) e inserto LC (725 pb) liberado por digestdo enzimética; e 6: pCHO 1.0/HC-
LC.adabut (15147 pb), com os fragmentos pCHO 1.0/LC (13713 pb) e HC (1434 pb).

4.2 Transfeccdo de pCHO 1.0/HC-LC.adabut em hospedeiro CHO-S® para expressdo de
anti-hTNFa adabut

A transfeccdo da construcdo plasmidial pCHO 1.0/HC-LC.adabut foi realizada em

hospedeiro CHO-S®, conforme detalhamento a seguir:
4.2.1 Controle de eficiéncia da transfeccao

O controle da lipofeccdo em hospedeiro CHO-S® com o plasmideo contendo GFP foi
verificado por microscopia dptica (figura 4.3), onde através da fluorescéncia emitida observa-se
que as células foram capazes de expressar a proteina GFP. Esta analise foi importante, pois

permitiu confirmar a efetividade dos reagentes e protocolo de lipofeccdo que ndo haviam sido
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testados no laboratorio, fazendo-se desnecessario padronizar a transformacéo por eletroporagéo,
protocolo mais agressivo a célula e que apresentou, em resultados anteriores obtidos pelo
laboratorio, menor taxa de internalizacdo do DNA na célula.

Figura 4.3 - Células CHO-S® transfectadas com vetor plasmidial contendo GFP em experimento
realizado para controle da lipofecgéo.

Visualizacdo de células CHO-S®/GFP por microscopia 6ptica acoplada a um filtro de fluorescéncia (488/530 nm) em
aumento de 10x20. A: para filtros com emissdo de luz branca e fluorescente e B: apenas fluorescente. O vetor
plasmidial linearizado contendo GFP e reagente para lipofeccdo foram lentamente adicionados as células CHO-S®
provenientes de um cultivo em suspensao de viabilidade celular >95% realizado em meio quimicamente definido e
livre de componentes de origem humana ou animal. Apds 48 h de cultivo a 37 °C, 150 rpm, 8% de CO, e 70-80%
umidade as células foram visualizadas em microscopia. A expressdo da proteina verde fluorescente confirma a
efetividade do protocolo de lipofeccdo empregado as células CHO-S®.

4.2.2 Producéo de lotes de plasmideo pCHO 1.0/HC-LC.adabut

Ap0s constatacdo da correta insercao das sequéncias génicas para HC e LC de anti-TNFa
em pCHO 1.0, a constru¢do pCHO 1.0/HC-LC.adabut foi preparada para transfeccdo em
hospedeiro CHO-S® e geracdo da populacdo estavel mista. O plasmideo pCHO 1.0/HC-
LC.adabut ampliado em E. coli foi recuperado até a obtencdo de um lote de trabalho de
concentracdo >1 mg/mL e grau de pureza >1,9 quando analisado sob leitura de DO em razdo 260
nm/280 nm. Foram produzidos trés lotes do vetor, testando elui¢cbes em tampdo TAE ou agua
Milli-Q e volume minimo recomendado de 100 pL. Os dados estdo apresentados na tabela 4.2. O
lote 3 apresentou ~3 mg/mL, DOys01280nm = 1,9 € foi 0 empregado para a transfeccdo em células
CHO-S®.
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Tabela 4.2 - Lotes de pCHO 1.0/HC-LC.adabut produzidos para obtencdo de material com
elevados grau de pureza e concentracéo.

Lote Eluicéo DOssonm  DO2gonm  DOgsorsonm  Concentragio (ug/mL)
Lotel TAE (200 uL) 0,464 0,243 1,91 1161
Lote2 Agua (100 uL) 0,752 0,457 1,64 1882
Lote3  TAE (100 pL) 1,156 0,604 1,91 2890

Os diferentes lotes foram produzidos com o intuito de se obter um material concentrado, estéril e ausente de
contaminantes que poderiam prejudicar a eficiéncia da transfeccdo no hospedeiro. A eluicdo em tampdo TAE
realizada no lote 1 ndo permitiu uma completa solubilizacdo dos grumos de DNA em volume de 100 pL ou mesmo
quando dobrado para volume final de 200 pL. Apesar do grau de pureza satisfatorio, o material recuperado em
200 pL apresentou concentragdo insuficiente para o propoésito desejado. Por este motivo, foi testada a eluicdo em
100 pL de agua estéril, eluente de menor viscosidade do que o TAE, entretanto, ainda assim néo foi possivel a total
solubilizacdo do DNA, que aliada a reducéo no grau de pureza do material originou em um lote insatisfatorio. A
estratégia empregada para a producéo do lote 3, eluicdo em 100 pL de TAE, originou com sucesso um material mais
concentrado, preservando o grau de pureza desejado, previamente observado no lote 1.

Na etapa de extracdo da massa de DNA produzido pelo cultivo bacteriano foi
imprescindivel aceitar apenas material com concentracéo alta, condicdo necessaria para viabilizar
a linearizacao do vetor (item 4.2.3) sem que a reacdo diluisse o material impedindo sua utilizacéo
na lipofeccdo, aléem de estéril e ausente de contaminantes que poderiam prejudicar a eficiéncia da
transfeccdo no hospedeiro, como endotoxinas e agentes quimicos, que poderiam causar morte
celular, ou sais, que poderiam interferir na complexacéo lipidica do DNA. O volume, viscosidade
e pureza do eluente influenciaram para a obtencdo de um lote satisfatorio, isento de grumos de

DNA. Os grumos néo solubilizados foram removidos por centrifugacéo.

4.2.3 Transfecgdo de pCHO 1.0/HC-LC.adabut em CHO-S®

Com o objetivo de estabelecer o protocolo ideal para a completa linearizacdo de pCHO
1.0/HC-LC.adabut em quantidades maiores do que 50 pg, etapa prévia a transfeccdo em
CHO-S®, o total de 0,5 pg de DNA plasmidial foi testado em digestdo com Nrul otimizando para
varidveis de tempo de incubacdo a 37 °C e concentragdo enzimatica. Embora o protocolo
recomendado pelo fabricante indique que 1 U de enzima seja capaz de digerir 1 pg de DNA do
bacteriéfago A em reagdo a 37 °C por 1 h, o gel de agarose apresentado na figura 4.4 mostra que
nestas condi¢cdes foram necessarias 3 U da enzima para total linearizacdo do plasmideo pCHO

1.0/HC-LC.adabut. J& a digestdo realizada durante 3 h em tampdo com presenca de BSA foi
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capaz de linearizar completamente o plasmideo com apenas 1 U da enzima (figura 4.4). Para
confirmar a eficiéncia de digestdo de 1 U de Nrul a 37 °C em 3 h, foram testadas digestdes com
concentragdes mais altas de DNA: 0,5 pg, 0,75 pg, 1 pg, 1,25 pug e 1,5 pg. Todas elas
apresentaram perfil de linearizagcdo completa do DNA.

Figura 4.4 - Analise de pCHO 1.0/HC-LC.adabut em gel de agarose em experimento de
otimizagéo da linearizacdo plasmidial com Nrul.
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Gel de agarose a 0,8% mostrando pCHO 1.0/HC-LC.adabut em incubacdo a A: 1 h/37°C,com Nrulal:1U,2:2U
e 3:4 U; eaB: 3h/37 °C, utilizando Nrul a 1: 1 U, 2: 2 U, 3: 3 U e 4: 4 U. O experimento mostra a influencia do
tempo na atividade enzimética de Nrul para a clivagem sitio especifica da constru¢cdo pCHO 1.0/HC-LC.adabut. A
concentracdo de 1 U enzimatica foi efetiva para a total linearizacdo do vetor em condicfes otimizadas de 3 h.

Considerando a eficiéncia da digestdo de 0,5 pg de pCHO 1.0/HC-LC.adabut com 1 U de
Nrul a 37°C em 3 h, e a concentracio de DNA do lote 3 de 2,8 ug/ul, foi realizado um
escalonamento para linearizagao de 200 ug de DNA, quantidade escolhida por seguranca devido
as perdas esperadas durante a digestao e filtragdo estéril do material. Assim, seriam necessarias
400 U da enzima em volume de reagdao de 400 pL (incluindo o volume de enzima e tampao de
uso). Esta proporcdo compreende o volume maximo de reacdo para preservar a concentracdo
final de DNA linear desejado a lipofecgdo, ou seja, em torno de 50 pg em 100 pL.

A digestdo de 200 pg de pCHO 1.0/HC-LC.adabut foi realizada com 400 U de Nrul a
37 °C por 4 h, incluindo um controle positivo de digestdo de 0,5 pg do plasmideo com 5 U da
enzima. A reacdo contendo DNA diluido para 0,50 pg/uL foi submetida a filtracdo estéril e
novamente quantificada, apresentando no término do experimento concentracédo de 0,46 pg/uL. A

eficiéncia da linearizacdo foi confirmada em eletroforese e esta apresentada na figura 4.5.
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Figura 4.5 - Andlise de pCHO 1.0/HC-LC.adabut em gel de agarose para controle da total
linearizacdo plasmidial.
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Gel de agarose a 0,8% mostrando 1: 0,5 ug do plasmideo pCHO 1.0/HC-LC.adabut digerido com 5 U da enzima
Nrul para controle positivo da reacdo, e 2: o plasmideo linearizado em reag@o de digestdo de 200 ug de DNA. Em

ambos os experimentos observa-se completa linearizacdo do vetor. Etapa realizada previamente a lipofeccdo em
hospedeiro CHO-S® para expressao de anti-TNFa adabut.

O manual do produto Freedom CHO (Life Technologies) sugere diversos sitios de
restricdo enzimatica para a linearizacdo de pCHO 1.0 e a escolha pelo sitio de clivagem em Nrul
mostrou-se eficiente e segura para a construcao génica de adabut. Devido a sintese otimizada de
cddons, este sitio cliva seletivamente no gene aph de resisténcia a canamicina, necessario apenas
para selecdo de transfectantes na etapa de clonagem em E. coli, e dispensavel a expressdo em
hospedeiro eucaridtico. A reacdo necessaria para digestdo de grandes quantidades de DNA
plasmidial poderia diluir o material inviabilizando seu uso para lipofeccdo, motivo pelo qual foi
necessario otimizar o protocolo de uso. O total de 200 pg de pCHO 1.0/HC-LC.adabut foi
digerido com sucesso por Nrul e o material filtrado de forma estéril para transfeccdo em célula
CHO-S® apresentou perda de 0,04 pg/pL de DNA.

4.3 Selecéo de clones CHO®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut recombinantes

O inicio da selecdo de clones CHO-S® transfectados com pCHO 1.0/HC-LC.adabut foi
observado logo na primeira fase de adicdo dos agentes seletores puromicina e MTX, realizada
com 10 P/100 M para o experimento 1 ou 20 P/200 M no experimento 2. A viabilidade celular
decaiu em torno de 50% no sétimo dia de cultivo, apresentando recuperacdo para em torno de
80% no dia 11 de cultivo no experimento 1, e recuperacdo gradual que atingiu 97% no dia 18 de

cultivo para o experimento 2.
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A recuperacédo da viabilidade celular >70% permitiu dar inicio & segunda fase de selecéo,
onde para o experimento 1 observou-se no experimento 1A, de concentragdes 30 P e 500 M, um
leve decaimento da viabilidade celular de 78% para 72% no dia 14, que foi recuperada a partir do
dia 18 finalizando o experimento com viabilidade >90% no dia 21, e, no experimento 1B, de
concentragdes 50 P e 1000 M, um decaimento mais acentuado da viabilidade, de 78% para 57%
no dia 14, percentual mantido até o dia 18 e que mostrou recuperacdo a partir do dia 21, com
viabilidade >90% e término do experimento apenas no dia 25. No experimento 2, a viabilidade
celular foi preservada com o aumento de 20 P e 200 M para 30 P e 500 M (experimento 2A) e
reduzida em 10% quando as concentracdes de P/M foram aumentadas para 50 P e 1000 M

(experimento 2B), encerrando ambos os experimentos no dia 25 (figura 4.6).

Figura 4.6 - Curvas de viabilidade celular em selecdo de clones CHO-S®/pCHO 1.0/HC-
LC.adabut recombinantes.
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A viabilidade celular de transfectantes CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut foi monitorada a partir de cultivo em
suspensdo com o intuito de selecionar a populacdo estdvel mista apds tratamento com os agentes seletores
Puromicina e MTX. As curvas mostram dois experimentos independentes que variaram em concentracdo de agente
seletor. (a) 1 indica a primeira fase de selecdo com 10 P/100 M e 1A e 1B a continuidade com uma segunda fase de
selecdo utilizando respectivamente 30 P/500 M e 50 P/1000 M; (b) 2 indica a primeira fase de sele¢do com 20 P/ 200
M e 2A e 2B a segunda fase, com uso respectivo de 30 P/ 500 M e 50 P/ 1000 M. P: puromicina em pg/mL e M:
MTX em nM. As linhas pontilhadas indicam o ponto de recupera¢do da viabilidade celular para seguimento com o
protocolo de selecdo, da fase 1 para a fase 2 empregando concentragfes mais altas dos agentes seletores.

O decaimento da viabilidade celular de CHO-S® observado com o acréscimo dos agentes
seletores 10 P e 100 M para 50 P e 1000 M no experimento 1 (experimento 1B) pode indicar que
a populacéo celular ndo estava completamente selecionada pela concentracao inicial utilizada ou

ainda que, na mistura populacional, havia clones com variagdo no numero de copias de genes
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inseridos. O aumento de pressdo seletiva permitiu que apenas os clones contendo o plasmideo
pCHO 1.0/HC-LC.adabut fossem cultivados e/ou que aqueles com poucas copias génicas ou
insercdo em sitios ndo produtivos fossem eliminados. Estes dados mostram a eficiéncia do
protocolo de selecdo que foi empregado.

O hospedeiro de expressdo eucariotico CHO escolhido para este trabalho é amplamente
utilizado na producgdo em grande escala de proteinas terapéuticas recombinantes (D'ANNA et al.,
1997; DEAVEN; PETERSEN, 1973). Sua origem parenteral provém de uma célula aneupldide
estavel de ovario de hamster chinés adulto (PUCK; CIECIURA; ROBINSON, 1958). A linhagem
celular CHO-S® (Life Technologies™) provém de banco de células certificado em boas praticas de
fabricagcdo (cGMP, Current Good Manufacturing Practice), tendo sido adaptada para cultivos em
suspensdo de alta densidade utilizando meio ausente de componentes de origem animal (ACF,
Animal Component-Free) e preservando a correta glicosilacdo proteica. A adaptacdo da linhagem
CHO para o crescimento em suspensdo utilizando meio de cultura quimicamente definido
(linhagem denominada de CHO-S®) permite a expressdo de imunobiolégicos em condicdes de
qualidade preconizadas para medicamentos injetaveis. Os primeiros meios empregados para o
cultivo de células de mamiferos continham em sua composi¢éo soro fetal bovino ou proteinas de
origem animal, entretanto, devido a dificuldade de atender requisitos regulatorios pela nao
homogeneidade dos lotes e presenca de contaminantes indesejados, foram desenvolvidos meios
livre de soro e com inclusdo de hidrolisados vegetais. Os lotes compostos por hidrolisados
apresentavam muita diferenca entre si, motivo pelo qual foram desenvolvidas versdes mais

atuais, ACF e quimicamente definidos, como o0 meio CD Forti CHO utilizado neste trabalho.
4.4 Avaliacéo da expressdo de adabut e reconhecimento a TNFa.

Em paralelo ao protocolo de selecdo executado (item 4.3), o sobrenadante de cultivo
proveniente da transfeccdo transiente foi coletado durante as primeiras horas do experimento
(primeira fase de selecdo com agentes puromicina e MTX) para realiza¢do das seguintes analises

preliminares:
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4.4.1 Expresséo do anticorpo recombinante adabut

A presenca do anticorpo expresso foi verificada por SDS-PAGE e immunoblotting a partir
de amostra centrifugada. O gel de poliacrilamida 12,5% mostrou dois compostos moleculares
protéicos, um com tamanho em torno de 50 kDa e outro em torno de 25 kDa, tamanho
correspondente ao esperado para as cadeias HC e LC de anti-TNFa adabut a partir de predi¢éo in
silico que determinou para cadeia Unica o peso molecular de 72.781,7 Daltons, onde HC: 49,3
kDa e LC: 23,4 kDa, portanto 1455 kDa para o anticorpo completo. O immunoblotting
confirmou as bandas proteicas como cadeias de anticorpo (dados ndo mostrados). Estes
resultados confirmaram que o anticorpo estava sendo expresso pelo hospedeiro, além de validar a
construcdo génica, onde se inclui o peptideo sinal empregado, para expressar 0 anticorpo em

meio extracelular (sobrenadante de cultivo).

4.4.2 Reconhecimento de adabut a TNFa

O anticorpo presente no sobrenadante de cultivo foi analisado frente ao reconhecimento
de hTNFa por immunoblotting. A banda correspondente a aplicacdo de 500 ng da proteina
hTNFa foi visualizada corretamente apds coloracdo da membrana de PVDF com vermelho de
Ponceau, mostrando que houve correta transferéncia, entretanto, ndo foram observadas bandas
em revelagdo com DAB, nem mesmo para o anticorpo anti-TNFa utilizado como controle
positivo. O experimento foi inconclusivo, poréem, levantou-se a hipdtese de que os anticorpos
anti-TNFo sdo especificos para o reconhecimento de TNFa apenas em sua conformagdo
tridimensional, forma biolégica ativa (homotrimero), motivo pelo qual o experimento foi
realizado pela metodologia de ELISA.

O ELISA foi padronizando inicialmente frente ao reconhecimento do anticorpo de cabra
anti-lgG humano sensibilizado em placa a 1gG humano e anticorpos anti-hTNFo (adabut e
controle Invivogen). Foram testadas concentra¢fes do conjugado que variaram de 1:500 até
1:32.000 e a diluicdo de 1:4.000 foi escolhida para uso pois permitiu leitura em uma faixa de
DOysonm €m torno de 1,8 quando analisada para o reconhecimento de IgG humana total a
0,01 pg/mL, anticorpo utilizado como controle positivo. O anti-lgG humano sensibilizado em

placas foi capaz de reconhecer o anticorpo adabut expresso no sobrenadante de cultivo e também
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0 anti-hTNFa controle (Invivogen). O resultado indica que ndo ha necessidade de sensibiliza¢do
das placas com a proteina hTNFa, reagente oneroso e de consumo limitante.

Para avaliar o reconhecimento de adabut ao hTNFa, as placas foram sensibilizadas com
hTNFa em concentragdes de 1,0 pg/mL a 0,03 pg/mL. Adabut reconheceu a proteina em todas as
concentragdes testadas, sendo obtidas as mesmas leituras para as concentragdes sensibilizadas de
1,0 pg/mL e 0,5 pg/mL quando incubadas a 0,01 pg/mL e 0,002 pg/mL do anticorpo controle
anti-TNFa (Invivogen) e para todas as diluigdes testadas do sobrenadante de cultivo (1:10, 1:20,
1:40 e 1:80).

4.5 Andlise das produtividades absoluta e especifica Qp (pg/célula/dia) nas populacdes
mistas

A partir da confirmacgdo da expressdo do anticorpo no sobrenadante de cultivo e de sua
capacidade de reconhecimento ao hTNFa, foi realizado um experimento para determinar a
produtividade especifica das populacdes estaveis mistas selecionadas diferencialmente pelos
agentes puromicina e MTX (item 4.3). O experimento de PCD para calculo de Q, foi realizado
em um cultivo em batelada (batch) de cinco dias onde se analisou 0 nimero de células viaveis, a
concentracdo de anticorpo produzido e o consumo de glicose nos dias 0, 3 e 5 (tabela 4.3). No
terceiro dia de experimento, o nimero de células viaveis apresentou variacdo de ~5 x 10° para o
experimento 1B a ~7 x 10° para o experimento 2A, sendo finalizado no dia 5 com minimo de ~13
x 10° e maximo de ~16 x 10° respectivamente nos mesmos experimentos. A menor
produtividade de anticorpos foi obtida no experimento 1A, com concentracGes de 24,57 pug/mL
no dia 3 e 91,94 pg/mL ao término do cultivo no dia 5, quase 2 vezes inferior ao maximo
produzido de 178,75 pg/mL ao término do experimento 2B. Considerando a produtividade
especifica, os experimentos 1B e 2B apresentaram valores de 5,9 pcd, enquanto que oS
experimentos 2A e 1A, respectivamente, de 4,4 e 3,2 pcd. Observou-se também que 0 consumo
de glicose foi similar em todos os experimentos, reduzida em torno de 47% + 3% no dia 3 e

depletada ao término do cultivo.
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Tabela 4.3 - Andlise de produtividade especifica (PCD) de CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut a
partir de cultivo de 5 dias.

Dia0 Dia 3 Dia5
Qp

Experimento v adabut  Glicose v.c. adabut  Glicose v.c. adabut  Glicose (pcd)
(x10°) (ug/mL) (g/L)  (x10%) (ug/mL) (/L)  (x10%) (ug/mL)  (g/L)

1A 0,33 0 6,40 5,49 24,57 2,83 14,73 91,94 <0,1 32
1B 0,33 0 6,40 4,96 57,39 2,87 13,53 153,41 <0,1 59
2A 0,33 0 6,40 6,88 46,98 3,21 16,48 150,23 <0,1 44
2B 0,33 0 6,40 6,05 53,68 3,20 15,14 178,75 <0,1 59

As células CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut de cada experimento de selecéo (1A, 1B, 2A e 2B) foram cultivadas
em meio CD Forti CHO completo durante 5 dias a 37 °C, 150 rpm e CO, 8% para determinar a produtividade
especifica das populagbes estaveis mistas. Ao longo do experimento foram coletadas amostras para contagem do
numero de células vidveis e quantificacdo de anticorpo expresso no sobrenadante de cultivo. O consumo de glicose
também foi monitorado.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o esperado conforme os dados apresentados
nas curvas de selecéo (figura 4.6), onde o emprego de maiores concentracdes de agente seletor na
segunda fase (experimentos 1B e 2B) pode ter influenciado na presséo seletiva de uma populagao
mista transfectada estavelmente com a construgdo pCHO 1.0/HC-LC.adabut portando um maior

namero de genes.

4.6 Geracao de linhagem CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut

Considerando os resultados de produtividade obtidos no experimento de PCD (item 4.5),
as populacbes mistas selecionadas nos experimentos 1B e 2B foram escolhidas para o isolamento
de clones produtores de anti-hTNFa adabut ou geragdo de linhagem celular CHO-S®/pCHO
1.0/HC-LC.adabut. Cada populacdo foi dividida em quatro placas para cultivo em meio
semissolido contendo anti-lgG H+L humano marcado com fluorocromo FITC durante 8 dias para
0 experimento 2B e 10 dias para o experimento 1B, momento em que as col6nias foram
visualizadas em microscopia de fluorescéncia (figura 4.7) para garantir que se apresentavam com
tamanho e distribuicdo adequados (sem proximidade entre coldnias) para identificacdo e coleta
pelo equipamento robotico ClonePix FL. A partir da confirmacdo, as placas foram submetidas a
aquisicdo de imagens e as colbnias analisadas para isolamento e cultivo monoclonal. A etapa de

aquisicdo e analise de imagens pode ser visualizada na figura 4.8, que apresenta exemplos das
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trés principais classificacdes que estdo sendo apresentadas: colOnias “aceitas”, “rejeitadas” e

“irregulares aceitas”.
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Figura 4.7 - Col6nias monoclonais isoladas a partir de cultivo em meio semissolido.

Visualizagdo por microscopia Optica em aumento de 10x10 respectivamente para luz branca e fluorescéncia (488/530
nm). A e B correspondem a duas colbnias celulares com seta indicando a auséncia de fluorescéncia em uma delas, C
e D duas coldnias unindo-se, E e F uma colénia fragmentada, G e H clone irregular rejeitado e seta mostrando local
de possivel fusdo com a dupla colénia, I e J clone irregular/aceito, e K e L clone aceito.
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Figura 4.8 - Aquisicdo de imagens por equipamento robdtico ClonePix FL para identificacéo e
coleta de clones CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut monoclonais.

WellMap

3D View

Classificago diferencial de coldnias por ClonePix FL, onde 1: col6nia “aceita”, 2: colonia “rejeitada”, 3: coldnia
“irregular/aceita”. O cultivo realizado em placas de 6 pogos utilizando meio semissdlido é analisado pelo
equipamento robGtico para aquisicdo de imagens. Cada pogo é subdividido em 6 secles e as coldnias sdo
classificadas conforme a fluorescéncia individual emitida, tamanho e densidade/compactacéo da coldnia, e distancia
entre colbnias vizinhas, etc.

Conforme resultados apresentados na tabela 4.4, considerando o total de 8 placas de
experimentos, onde o experimento 1 representa a populacdo 1B, placas1a4 (1.1,1.2,1.3el.4)e
0 experimento 2 a populacdo 2B, placas 1 a 4 (2.1, 2.2, 2.3, 2.4), foram identificadas 4345
colonias, das quais 355 classificadas como “aceitas”. Outras 969 colonias classificadas como
levemente irregulares (“irregular 2”) foram analisadas individualmente, das quais 105 foram
identificadas e assumidas com parametros de monoclonalidade: perfil do halo de fluorescéncia
emitida, isolamento em relacdo as demais colénias, tamanho/diametro e margem da populacao
celular, sendo classificadas em um novo grupo como ‘“irregulares aceitas”. Ao todo, foram
coletadas 460 colonias pelo equipamento, 10,5% do total de coldnias identificadas, onde as
“aceitas” representaram 7,7% e as incluidas como “irregulares aceitas” 2,4%. Esta estratégia
objetivou ampliar o numero de colbnias recuperadas, preservando 0s critérios de

monoclonalidade as reportadas com imprecisdo em analise automatizada.
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Tabela 4.4 - Numero e classificacdo de coldnias cultivadas em meio semissélido e transferidas
para placas de 96 pocos.

Experimento Total de Col6nias Colonias Colonias Irregulares/  Total de Col6nias

Identificadas Aceitas (%0) Aceitas (%/%) Coletadas (%)

1.1 723 94 (13) 205/2°(28/1) 96 (13)

1.2 499 57 (11) 109/13 (22/12) 70 (14)

1.3 634 79 (12) 194/11 (31/6) 90 (14)

14 354 36 (10) 56/4 (16/7) 40 (11)

2.1 657 18 (3) 100/18 (15/18) 36 (5)

2.2 472 33(7) 109/14 (23/13) 47 (10)

23 545 18 (3) 99/25 (18/25) 43 (8)

2.4 461 20 (4) 97/18 (21/17) 38 (8)
Total: 4345 355 (8) 969/105 (22/2) 460 (10)

Os experimentos iniciados com numeracdo 1 representam origem da populacdo de células 1B, e os de inicio com
numeracdo 2, da populacdo 2B. O nimero subsequente compreende a ordem sequencial das placas de 6 pocos
analisadas, cultivo em meio semissélido para transferéncia correspondente para placas de 96 pogos contendo meio
liquido. Do total de colbnias identificadas, as classificadas como “aceitas” foram coletadas. As consideradas
“irregulares” foram analisadas individualmente para inclusdo como “aceitas”. "g.S.p. 96 poos.

Analisando o numero de colbnias coletadas em ambos o0s experimentos (1B e 2B),
observa-se que o experimento 1B, realizado em cultivo de 10 dias, apresentou maior nimero de
coldnias “aceitas” (tabela 4.4 ¢ figura 4.9). As placas do experimento 1B apresentaram col6nias
de maior densidade populacional quando observadas visualmente em microscopia de
fluorescéncia, varidvel que pode ter influenciado na diferenciagdo entre colonias “aceitas” e
“irregulares” em analise automatizada. Neste sentido, o experimento 1B também apresentou

menor nimero de coldnias “irregulares aceitas” (figura 4.9).
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Figura 4.9 - Distribuicdo percentual para a) colonias “aceitas” e b) colonias “irregulares aceitas”
a partir de selecdo em populagéo celular 1B e 2B.
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Percentual referente ao nimero de coldnias aceitas pelo equipamento ClonePix FL com critério de monoclonalidade.
O cultivo dos transfectantes CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut foi realizado em meio semissolido por 8 ou 10 dias,
respectivamente para as populacfes celulares proveniente da selecdo 2B e 1B. Ambos os tempos de cultivo
permitiram o isolamento monoclonal, entretanto, o cultivo realizado em 10 dias aumentou em 55% o ndmero de
aceitacdo de monoclonalidade pelo equipamento.

Durante a execucdo do ensaio, a primeira analise foi realizada com o experimento 2B,
cultivado por 8 dias. A visualizacdo das placas em microscopia de fluorescéncia indicou,
aparentemente, colénias adequadas para a aquisicdo de imagens e coleta pelo equipamento.
Devido ao numero de col6nias monoclonais recuperadas abaixo do desejado em experimento 2B,
optou-se por esperar 10 dias (ao invés de 8) para fazer a aquisicdo de imagens e coleta das
colénias do segundo experimento em andamento (populacdo proveniente da selecdo 1B). Esta
estratégia objetivou submeter os cultivos em meio semissolido a tempos diferentes até a aquisicao
de imagens e isolamento de clones, garantindo que, pelo menos um deles, estaria adequado para
continuidade no protocolo de geracdo de linhagem. Na etapa de cultivo da populacdo estavel
mista para isolamento monoclonal é esperado uma variacdo no crescimento entre colénias, de
modo que, aumentar o tempo de cultivo favorece o aproveitamento de algumas coldnias,
eventualmente que apresentam crescimento estatico mais lento (ndo necessariamente melhores ou
piores em termos de produtividade ou cultivo sob agitacdo), comprometendo coldnias de
crescimento muito rapido que podem perder o critério de isolamento.

Ambos os tempos de cultivo de 8 e 10 dias mostraram-se efetivos para o isolamento
monoclonal, com recuperacédo de 296 colbnias para o experimento 1B e 164 para 2B. Entretanto,

0 experimento 1B (10 dias) permitiu aproveitamento de um namero de colbnias quase duas vezes
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maior do que o experimento 2B (8 dias), que apresentou um maior nimero de colbnias
irregulares necessitando de analise individual para inclusdo no experimento (como grupo
“irregulares aceitas”). A tabela 4.5 discrimina os clones selecionados em cada etapa para os

experimentos 1B e 2B. Os critérios especificos adotados estdo detalhados no item 3.6, tabela 3.2.

Tabela 4.5 - Isolamento de clones produtores de anti-TNFa adabut em cada etapa da geragdo de
linhagem celular.

_ Totgl de Cultivo Estético Cultivo sob Agitacéo Produtividade
s pggos pci?os po?;os T25  SF125 F(i‘i'gf;g)h ELISA SPR
1.1 723 96 56 20 12 8 7 0 0
12 499 70 41 16 10 9 8 0 0
1.3 634 90 60 19 9 9 8 1 1
14 354 40 24 9 5 2 1 0 0
21 657 36 20 12 4 2 1 1 1
2.2 472 47 27 18 10 4 3 1 1
2.3 545 43 21 10 7 4 4 0 0
2.4 461 38 15 10 7 2 1 0 0
Total: 4345 460 264 114 64 40 33 3 3

Total de clones analisados em cada etapa da geracdo de linhagem e respectiva origem nas placas de isolamento em
meio semissélido. As colbnias em cultivo estatico foram transferidas das placas de 96 pocos para de 24 pogos, por
sua vez transferidas para placas de 6 pocos onde as selecionadas foram cultivadas em garrafas T25. O total de 64
melhores clones foram transferidos para cultivo em agitagdo em SF125. Por fim, os 33 clones melhor adaptados e
escolhidos considerando critérios de produtividade e crescimento celular foram cultivados em batelada alimentada, a
partir de onde foi possivel determinar os 3 mais produtivos (ELISA e SPR).

As coldnias foram transferidas para uma placa de 96 po¢os contendo meio de cultivo
liguido e incubadas por 4 (1B) ou 5 dias (2B). Apos este periodo, todos os pogos foram
monitorados diariamente para verificar a confluéncia celular >70%, momento em que as colonias
foram transferidas para placas de 24 pogos (bem como nos estagios subsequentes onde outros
critérios de classificacdo foram incluidos, conforme apresentado a seguir).

Dos 400 clones isolados em placas de 96 pocos por automacdo e monitorados
individualmente durante 7 a 8 dias, 264 (66%) cresceram em meio liquido e atingiram
confluéncia >70%, sendo transferidos para placas de 24 pocos. Os demais foram descartados. Os
clones cultivados em placas de 24 pocos foram triados quanto a expressao do anticorpo,

excluindo os de concentracdo nula ou muito baixa e transferindo os melhores 114 clones para
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placas de 6 pocos. Em placas de 6 pogos, os clones foram avaliados quanto a relagdo entre
anticorpo produzido e o nimero aproximado de células, onde 64 clones foram escolhidos para
cultivo em garrafas T25. A figura 4.10 apresenta as curvas de distribuic@o de clones das placas de
6 pocos e garrafas T25, conforme produtividade de anticorpo e o ponto de corte estabelecido. A
imagem permite a visualizagdo de que os melhores clones foram seguramente escolhidos para
continuidade no processo de isolamento monoclonal. Os clones que apresentaram melhor
desempenho em T25 frente a um experimento de produtividade especifica (PCD de 3 dias) foram
transferidos para cultivo em frascos SF125, onde o total de 40 clones foi avaliado quanto a
capacidade de adaptacdo em cultivo sob agitacdo durante duas passagens, e relacdo com a
produtividade especifica em dois experimentos de PCD, um de 3 dias e um de 4 dias (dados nao
mostrados). Por fim, 33 clones foram selecionados para cultivo em agitacao orbital e experimento

de batelada alimentada de 14 dias.
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Figura 4.10 - Produtividade de adabut e ponto de corte de clones cultivados em a) placas de 6

a)

b)

pocos e b) garrafas T25.
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Classificagdo dos clones analisados conforme produtividade (razdo [adabut]/v.c. em placas de 6 pocos e PCD em
garrafas T25, e o respectivo ponto de corte estabelecido. De um total de 114 clones cultivados em placas de 24
pocos, 64 foram selecionados e transferidos para cultivo em garrafas T25, onde os 40 melhores foram eleitos para a
etapa subsequente. E possivel observar, em ambas as etapas, a margem de seguranca >50% que garantiu com que 0s
melhores clones seguissem em continuidade durante o processo de isolamento monoclonal.
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A despeito de variacdes entre as técnicas de quantificagdo por ELISA e SPR, os
resultados mostraram classificacdo similar, porém ndo idéntica. Para escolha dos clones mais
produtivos, foi considerada a concentracdo de anticorpo acumulada no dia 12 do cultivo em
batelada alimentada, quantificada por SPR. A concentracdo acumulada no dia 14 ndo foi
considerada devido a elevada mortalidade celular observada, possivelmente influenciada pelo
protocolo de cultivo em batelada alimentada que foi empregado (recomendado pela empresa que
licencia as células). Os dados mostram que a partir do dia 7 a viabilidade e namero de células
viaveis comecam a reduzir, indicando que a estratégia de alimentacdo do cultivo pode ser
aprimorada. De qualquer forma, apesar dos ganhos que podem advir pela otimizacao do cultivo,
todos os clones encontravam-se nas mesmas condicdes, de modo que foi possivel escolher com
seguranca os clones mais produtivos e estaveis ao processo. No dia 12 de cultivo, 20 dos 33
clones ou ~60% apresentavam viabilidade celular >75%, enquanto que no dia 14 apenas 11 ou
~33%, embora 27 ou ~82% com viabilidade >50%. Apenas o clone 205 apresentou viabilidade
> 90% no dia 14. Somente o clone 66 ndo concluiu os 14 dias de experimento, tendo seu cultivo
encerrado no dia 12 com viabilidade <50%. Trés clones, 62, 66 e 223, apresentaram-se em
constante formacdo de grumos, mesmo apdés filtragdo em membrana durante as passagens em
SF125, e por este motivo foram excluidos da classificacdo final que considerou a produtividade
acumulada ao término do cultivo e definiu os trés clones mais produtivos. A figura 4.11 mostra
os graficos de crescimento e viabilidade celular de todos os clones analisados em cultivo de

batelada alimentada.
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Figura 4.11 - Curvas de a) crescimento e b) viabilidade celular de CHO-S®/pCHO 1.0/HC-
LC.adabut.
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Valores mensurados a partir do método de azul de tripano em plataforma automatizada Vi-CELL. O cultivo de
batelada alimentada foi realizado a partir de 0,3 x 10° células/mL em 30 mL de meio CD Forti CHO suplementado
com GIn a 8 mM e agente anti-aglutinacdo a 1:1.000, a 37 °C, 150 rpm e 8% CO, durante 14 dias. Conforme
recomendacdes do fabricante, a suplementacdo com glicose foi realizada ao longo do cultivo nos dias 3 € 5, com
49/L,e7,com6g/L.
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Os 33 clones analisados variaram em produtividade de adabut de ~120 a ~600 pg/mL
(figura 4.12). Analisando a distribuicdo por faixa de produtividade (figura 4.13), observa-se que
ha tendéncia a uma distribuicdo normal, de modo que os clones selecionados compreendem a
porcéo descendente da curva. A tabela 4.6 mostra a concentragdo de anticorpo encontrada para 0s
trés clones mais produtivos no experimento de batelada alimentada: 123, 173 e 177. Dois dos
clones foram oriundos da selecdo 2B, os clones 173 e 177, e um da selecdo 1B, o clone 123. O

clone 177 pertencente ao grupo de classificagdo “irregular aceito” e os demais ao grupo “aceito”.



Figura 4.12 - Quantificacdo de adabut de sobrenadante de cultivo por a) ELISA e b) SPR.
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Quantificacdo de anti-TNFa expresso no sobrenadante de cultivo ao longo do cultivo em batelada alimentada. Os
graficos mostram as quantificacOes realizadas nos dias 3, 5, 7, 10, 12 e 14 pelo método de ELISA (a) e nos dias 3, 7,
12 e 14 por SPR (b). Destaque para os trés clones de maior concentragdo de anticorpo encontrados: 173, 123 e 177

em quantificacdo por ELISA e 123, 173 e 177 em quantificagdo pelo método de SPR.
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Figura 4.13 - Distribuicdo dos clones por faixa de produtividade de anticorpo.
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Distribuicdo estabelecida a partir da quantificagdo de anti-TNFa por ELISA no ponto de coleta realizado no dia 12
do cultivo em batelada alimentada. Do total de 33 clones analisados, cerca de 85% apresentaram produtividade
inferior a 500 pg/mL. Os 15% restantes representam os clones de maior concentracdo de anticorpo no sobrenadante
de cultivo, consequentemente, os de maior interesse para a geracdo de linhagem monoclonal anti-TNFo adabut.

Tabela 4.6 - Clones caracterizados com melhor produtividade acumulada durante a geracdo de
linhagem CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut.

Concentracéo - dia 12 (ug/ mL) Origem
Clone ELISA SPR Experimento  Classificagdo CLonePix FL
123 632,4 593,7 1.3 “Aceito”
173 758,5 550,6 2.1 “Aceito”
177 519,4 437,1 2.2 “Irregular Aceito”

Os trés melhores clones em termos de produtividade acumulada foram estabelecidos a partir de cultivo em batelada
alimentada de 14 dias. As dosagens de anti-TNFa realizadas por ELISA e SPR no dia 12 indicaram os mesmos
clones como os mais produtivos. O clone 123 proveniente da populagdo mista 1, placa 3, classificado diretamente
pelo ClonePix FL com critério de monoclonalidade. O clone 123 proveniente da populacdo mista 1, placa 3,
classificado diretamente pelo ClonePix FL com critério de monoclonalidade; o clone 173 proveniente da populacdo
mista 2, placa 1, também identificado pelo ClonePix FL como “aceito” para monoclonalidade; e, o clone 177
proveniente da populacdo mista 2, placa 2, identificado como “irregular”, porém incluido como “aceito” em analise
individualizada.

Durante a geracdo de uma linhagem celular produtora de anticorpos é importante
considerar a expressao do gene transfectado e sua relacdo com a taxa de crescimento. Clones que
apresentam uma elevada expressdo, porém baixa taxa de crescimento celular, ou 0s que atingem

altas densidades de cultivo, mas com baixa producdo de anticorpos podem apresentar
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produtividade acumulada equivalente. Estas variaveis podem ser melhoradas com a otimizagéo
das condigdes de cultivo, incluindo, redugéo na velocidade de agitacdo orbital, o uso de outros
meios de cultura ou mesmo controlando o acumulo de metabdlitos produzidos em cultivos de alta
densidade (que poderiam afetar produtividade ou alguma modificacdo poOs-traducional dos
anticorpos expressos, como perfil de glicosilacéo, etc).

A estratégia adotada para isolamento monoclonal empregou o uso do equipamento
robotico ClonePix FL, que é capaz de coletar coldnias selecionadas, uma vez que identifica-as
pelo halo fluorescente formado a partir da ligagdo do anticorpo secretado pelas células com
agente de deteccdo (anti-lgG humana) conjugado com FITC (CloneDetect) adicionado ao meio
semissolido. Além disso, possibilita a coleta de coldénias com maior densidade celular, de forma
mais rapida e com melhor recuperacdo do que o protocolo utilizando diluicdo limitante. No
método de dilui¢do limitante, o cultivo ¢ diluido até a concentragdo correspondente a “0,3-0,5
célula” por poco, de modo que se aumentem as chances de obter po¢cos com uma unica célula, a
qual se multiplica lentamente (considerando o tempo de duplicacdo médio da linhagem CHO-S®
de 17 a 20 h) para dar origem a uma colénia. O ClonePix FL permite maior velocidade na
proliferacdo e recuperacdo celular pois o cultivo em placas de 96 pocos é iniciado a partir de uma
populacdo de células oriunda do mesmo clone. Um estudo anterior realizado no laboratorio
comparou as duas abordagens para selecdo de clones e geracdo de linhagens produtoras de
anticorpo recombinante (YEDA et al., 2013), mostrando a versatilidade do equipamento robdtico
e capacidade de escolher colbnias a partir de células que provavelmente ndo cresceriam nos
pocos caso isoladas por diluicdo limitante. Outra vantagem € que o0 uso do equipamento robdtico

permite analise mais representativa dos clones presentes na populacéo estavel mista.
4.7 Purificacdo de anti-hTNFo adabut

Os anticorpos expressos pelas populacGes recombinantes (item 4.5 e 4.6) foram
purificados por cromatografia de afinidade em proteina A-Sepharose. Conforme visualizado no
cromatograma e gel de poliacrilamida 12,5% apresentados na figura 4.14, a fracdo de maior
leitura de DO,gonm correspondeu ao desligamento do anticorpo da resina, na segunda etapa de
eluicdo com alteracdo do pH para 3,2. O anticorpo purificado mostrou-se ausente de bandas

secundarias quando analisado por coloracdo de gel com azul de Coomassie. A neutralizacdo do
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pH do eluato para pH 7,0 foi realizada gradualmente com Tris-HCI 1M, onde o volume de 100
uL foi necessério para cada 0,9 mL de eluato recuperado. A propor¢do corrobora resultados
anteriores obtidos para a purificacdo de outros anticorpos no laboratério (MORO et al., 1994).
Apesar de ter sido observada perda de anticorpo na etapa de regeneracdo da coluna com
pH 2,3, que indica ligagdo a proteina A com maior afinidade do que a necesséria para eluicdo em
pH 3,2, a fracdo foi desconsiderada do protocolo padronizado devido ao fato de apresentar-se

com bandas secundarias (possiveis contaminantes).

Figura 4.14 - Cromatograma e gel de poliacrilamida mostrando a purificagdo do anticorpo
adabut expresso por CHO-S®/pCHO 1.0/HL-LC.adabut no sobrenadante de
cultivo.
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(a) cromatograma mostrando a leitura de absorbancia a 280 nm e (b) gel de poliacrilamida 12,5% corado com azul
de Coomassie. 1: void (material ndo aderido); 2: lavagem, com tampdo fosfato de sédio 20 mM pH 7,0; 3: eluicéo 1,
pH 6,0; 4. eluicdo 2, pH 3,2; 5: regeneracdo 1, pH 2,3; e, 6: regeneracdo 2, pH 8,6. Bandas de anticorpo com
destaque para o peso molecular determinado in silico, onde HC: 49,3 kDa e LC: 23,4 kDa. Marcador de peso
molecular utilizado: LMW (G.E Healthcare).

A analise in silico (ProtParam) realizada para determinar o coeficiente de extingdo molar
(apéndice B), e, portanto concentra¢do de proteina a partir de leitura em DOggonm, resultou em
106.200 para cadeia Unica ou 212.400 para o anticorpo completo. Assim, considerando o peso
molecular de 145,5 kDa, foi possivel calcular o coeficiente de extincao especifico (€10,) de 1,4,
quando (&moar X 10)/P.M. O coeficiente de extingdo especifico determinado a partir de predicéo

tedrica encontra-se préximo ao descrito por Harlow e Lane, 1988 para anticorpos IgG, de 1,35.
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4.8 Cinética de ligacdo do anticorpo ao TNFa

Os anticorpos produzidos pelos 33 clones cultivados em batelada alimentada foram
purificados e avaliados quanto a cinética de ligagdo ao TNFa. O experimento realizado por SPR
mostrou forca de afinidade média (Ko) variavel de 4,66 x 10™° no clone 27 a 9,51 x 10™° para o
clone 153, sendo 7,35 x 10 o encontrado para o anticorpo de comparacdo adalimumabe
(Humira®). Os resultados est&o apresentados na figura 4.15 e tabela 4.7.

Figura 4.15 - Afinidade de ligag&o de anti-TNFa produzido por diferentes clones ao TNFa.
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Gréfico representando a relagdo entre as constantes de associacio (k,), expressa em 1/M.s e de dissociacio (kq) em s™
para os 33 anticorpos produzidos pelos diferentes clones. As constantes foram determinadas por SPR em dois
experimentos independentes e o valor apresentado refere-se a média dos resultados obtidos. A linha diagonal
corresponde a constante de afinidade (Kp) expressa em nM. Destaque para o resultado obtido para o anticorpo
referéncia adalimumabe (Humira®).
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Tabela 4.7 - Afinidade de ligagédo de anti-hTNFa produzido por diferentes clones a TNFa.

Clone 12 série 22 série Média
ke (1/s) Kk, (1IMS)  Kp (M) ke (1/s) k. (1IMS)  Kp (M) ke(l/s) ki (IIMS)  Kp (M)
27 4,75x10° 1,35x10° 3,52x10%° 9,38x10° 1,68x10° 558x10%°  7,07x10° 1,52x10° 4,66 x10™°
120 559x10° 1,50x10° 3,73x10%° 8,83x10° 1,36x10° 6,49x10%°  7,21x10° 1,43x10° 5,04 x10™%°
62 5,83x10° 1,49x10° 3,91x10%° 9,56x10° 155x10° 6,17 x10°  7,70x10° 1,52x10° 5,06 x10™%°
123 8,10x10° 1,57x10° 516x10%° 854x10° 1,57x10° 544x10°  832x10° 1,57x10° 5,30x10™%°
203  7,97x10° 159x10° 5,01x10%° 845x10° 1,44x10° 5,87x10%°  821x10° 1,52x10° 5,42 x10™°
155  7,75x10° 1,50x10° 5,17x10%° 7,45x10° 1,30x10° 573x10°  7,60x10° 1,40x10° 5,43x10™%°
231  8,95x10° 1,66x10° 5,39x10™° 847x10° 1,55x10° 546x10%°  871x10° 1,61x10° 543 x10™°
36 4,92 x10° 1,49x10° 3,30x10%° 1,14x10* 1,50x10° 7,60x10%°  8,16x10° 1,50x10° 5,46 x10™°
246 7,90x10° 1,78x10° 4,44x10™° 1,01x10* 1,47x10° 6,87x10%°  9,00x10° 1,63x10° 5,54 x10™°
66 6,10x10° 1,45x10° 4,21x10%° 1,01x10* 1,47x10° 6,87x10°  8,10x10° 1,46x10° 5,55x10™%°
182  7,01x10° 1,64x10° 4,27x10%° 1,06x10* 1,53x10° 6,93x10°  881x10° 1,59x10° 5,56 x10™°
70 7,24x10° 1,64x10° 4,41x10%° 1,11x10* 1,63x10° 6,81x10%°  9,17x10° 1,64x10° 5,61x10™%°
225  7,20x10° 153x10° 4,71x10%® 912x10° 1,33x10° 6,86x10%°  8,16x10° 1,43x10° 5,71 x10™°
189  7,68x10° 1,49x10° 515x10%° 9,26x10° 1,40x10° 6,61x10°  847x10° 1,45x10° 5,86 x10™°
30 512 x10° 1,37x10° 3,74x10%° 1,14x10* 1,42x10° 8,03x10%°  8,26x10° 1,40x10° 5,92x10™%°
61 5,86 x10° 1,48x10° 3,96x10™° 1,36 x10* 1,70x10° 8,00x10™®  9,73x10®° 1,59x10° 6,12 x10™°
96 8,23x10° 1,58x10° 521x10™ 1,24x10* 1,73x10° 7,17x10™®  1,03x10* 1,66x10° 6,23 x10™°
205  9,05x10° 1,63x10° 555x10%° 1,05x10* 1,50x10° 7,00x10%° 9,78 x10° 1,57 x10° 6,25 x10™°
177 9,95x10° 1,55x10° 6,42x10%° 9,09x10° 1,49x10° 6,10x10%°  9,52x10° 1,52x10° 6,26 x10™
209  7,93x10° 1,65x10° 4,81x10%° 1,21x10* 1,54x10° 7,86x10%°  1,00x10* 1,60x10° 6,28 x10™°
114  8,02x10° 1,50x10° 535x10%° 1,13x10* 1,56x10° 7,24x10%°  9,66x10° 1,53x10° 6,31 x10™°
92 6,39x10° 1,52x10° 4,20x10™® 1,38x10* 1,62x10° 852x10%°  1,01x10* 1,57x10° 6,43x10%°
196  8,29x10° 154x10° 538x10%° 1,05x10* 1,37x10° 7,66x10%°  9,40x10° 1,46x10° 6,46 x10™°
173 8,25x10° 1,52x10° 543x10%° 1,13x10* 1,49x10° 7,58x10%°  9,78x10° 151x10° 6,50 x10™
223 8,23x10° 1,58x10° 521x10%® 125x10* 1,53x10° 8,17x10%®  1,04x10* 1,56x10° 6,67 x10™°
240  1,07x10* 1,56x10° 6,86x10™° 1,05x10* 1,48x10° 7,09x10%°  1,06x10* 1,52x10° 6,97 x10™°
229  6,95x10° 1,52x10° 4,57 x10%° 142x10* 1,51x10° 9,40x10%®  1,06x10“* 1,52x10° 6,98 x10™°
118 6,63x10° 144x10° 4,60x10%° 128x10* 1,31x10° 9,77x10%°  9,72x10° 1,38x10° 7,07 x10™
14 1,16 x10* 1,50x10° 7,73x10%° 1,10x10* 1,69x10° 6,51x10%°  1,13x10* 1,60x10° 7,08 x10%°
109  7,89x10° 1,38x10° 572x10%° 124x10* 1,48x10° 8,38x10%°  1,01x10* 1,43x10° 7,09 x10™
Humira 9,22x10° 1,40x10° 6,59x10™° 1,24x10* 1,54x10° 8,05x10%®  1,08x10* 1,47x10° 7,35x10%°
249  1,03x10* 1,46x10° 7,05x10%° 1,23x10* 1,58x10° 7,78x10%°  1,13x10* 1,52x10° 7,43x10%°
143 1,05x10* 147x10° 7,14x10%° 135x10* 1,44x10° 9,38x10%°  1,20x10* 1,46x10° 8,25 x10™
153  1,37x10* 144x10° 951x10%° 1,17x10* 1,23x10° 951x10%°  1,27x10* 1,34x10° 9,51 x10™

Valores de forca de afinidade encontrados para os 33 clones em andlise e para o anticorpo controle adalimumabe
(Humira®). Foram realizados dois experimentos independentes utilizando o sobrenadante de cultivo purificado de um
cultivo de batelada alimentada de 14 dias. Valores de kq expressos em 1/s, de k, em 1/MS e Kp em M.
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Considerando a média das afinidades obtidas, o teste t mostrou com um intervalo de
confianca de 95% que ndo ha diferenca estatistica entre a Kp dos anticorpos produzidos pelos
clones 27 e 153 ao TNFa, valores dos extremos de afinidade encontrados. O teste de Friedman
(ANOVA) realizado para combinagdes entre todas as amostras originou 561 analises, todas elas
indicando que ndo h& diferenca estatistica para reconhecimento de TNFoa a nenhum dos
anticorpos testados. O resultado indica a ndo inferioridade dos anticorpos produzidos ao existente
comercialmente em termos de afinidade ao TNFa. Embora o valor absoluto encontrado para a
afinidade do anticorpo produzido pelo clone 27 corresponda a cerca de duas vezes mais do que a
do anticorpo do clone 153, deve-se considerar que ambos encontram-se dentro da mesma ordem
de grandeza de afinidade, 0 mesmo para os demais anticorpos, resultado embasado pela analise
estatistica. Fu et al., 2015, reportaram recentemente valores similares de afinidade ao TNFa para
0 anticorpo adalimumabe de 6,215 #+ 0,336 x10™, e 2,661 + 0,516 x10™' para infliximabe.

Cabe destacar que, apesar da sequéncia génica dos anticorpos produzidos pelos diferentes
clones serem supostamente idénticas, a ocorréncia de qualquer mutacdo nos nucleotideos das
regibes hipervariaveis (CDRs), tanto de cadeias leve como pesada do anticorpo, poderia
influenciar na afinidade de reconhecimento ao TNFa. Mesmo apos confirmacao das sequéncias
corretamente clonadas no vetor de expressdo (sequenciamento automatico descrito em 3.1.3 e
4.1.1), ha risco de instabilidade génica durante as etapas de transfeccdo aleatGria no genoma
celular, selecdo e isolamento monoclonal, que podem originar anticorpos com afinidade
diferencial a esperada, imperceptivel as constatacdes relacionadas a expressdo ou produtividade.
O mesmo pode ocorrer na por¢do Fc do anticorpo, influenciando o perfil de glicosilacdo e seu
consequente reconhecimento pelos receptores de imunoglobulina presentes nas células (conforme

discutido a seguir no item 4.11).

4.9 Ensaios de caracterizacao funcional do anticorpo

Os ensaios descritos a seguir foram realizados para os anticorpos purificados que
apresentaram melhor desempenho nos critérios de produtividade e comportamento celular em
cultivo de batelada alimentada (item 3.6), e cinética de ligagdo ao hTNFa (item 3.8), conforme
tabela 3.2.
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4.9.1 Neutralizacdo de citotoxicidade induzida por TNFa em células L929

O ensaio inicial realizado para avaliar a atividade funcional do anticorpo adabut foi
através da capacidade de neutralizagdo da citotoxicidade induzida por rhTNFa em fibroblasto
murino L929. O experimento permitiu determinar a curva de crescimento dos fibroblastos L929
utilizados, a curva de citotoxicidade de TNFa e a janela de neutralizagdo e 1Csy dos anticorpos
anti-hTNFa produzidos pelos diferentes clones.

Inicialmente foi estabelecida a curva de crescimento da célula L929 quantificando o
nimero de células de O até 96 horas a partir de um cultivo de 0,1 x 10° células/mL. A curva
construida e apresentada na figura 4.16 permite visualizar a fase lag de adaptacdo das células nas
primeiras 24 horas, bem como a fase exponencial onde foi possivel determinar o tempo medio de
duplicacdo celular de 22,5 h. O resultado encontrado corrobora o reportado para as células L929
fornecidas pela empresa DSMZ® (Braunschweig, Alemanha), que varia de 21 a 24 h. A curva de
crescimento foi realizada para confirmar as boas condigdes fisiologicas das células, pois as
mesmas encontravam-se criopreservadas ha muitos anos no laboratério. O teste de micoplasma

resultou negativo.

Figura 4.16 - Curva de crescimento de fibroblasto L929.
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Cultivo de fibroblasto murino L929 em meio RPMI durante 96 horas. O cultivo inicial foi subdividido em cinco
garrafas T25 para tripsinizacdo e contagem apos 24, 48, 72 e 96 horas. Os valores no gréafico correspondem a média e
desvio padrdo obtidos a partir de quatro contagens independentes do nimero de células viaveis utilizando o método
de azul de tripano.
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Em seguida, foi realizada a curva de citotoxicidade de TNFa aos fibroblastos 1L929, onde
as células foram incubadas com dilui¢des seriais de ordem 1:2 de TNFa iniciadas em 40 ng/mL
até 0,01 ng/mL. Os resultados apresentados na figura 4.17 mostram relacdo linear de toxicidade
em protocolo de sensibilizacdo com actinomicina-D. As células incubadas com ¢ sem TNFa

também foram visualizadas em microscopia Optica para confirmar a morte celular (figura 4.17).

Figura 4.17 - Curva de citotoxicidade de TNFa em células 1.929.
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Viabilidade celular de fibroblastos L929 em cultura apos 24 horas de incubagdo com TNFa em concentragoes
crescentes de 40 ng/mL a 0,01 ng/mL. a) representa a curva de regressdo linear mostrando a citotoxicidade de TNFa
em células L929 e, b) a morfologia celular observada em microscopia 6ptica em aumento de 10x100 (Nikon Eclipse
TE300) para (A) células viaveis e (B) células apoptéticas em adicdo de 2 ng de thTNFa.

O anticorpo adabut/selegdo 2B purificado foi avaliado frente & possibilidade intrinseca de
causar citotoxicidade. Utilizando o ensaio de MTT, foram quantificados 7 pogos contendo células

L929 incubadas com apenas o0 anticorpo, onde obteve-se leitura média de DOsgsnm 0,897 + 0,05,
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resultado semelhante ao encontrado no controle sem adigdo de anticorpo (apenas células) em
média de leitura realizada para 12 pogos, DOsgsnm 0,898 + 0,03 (figura 4.18). O resultado mostra
que ndo ha efeito de toxicidade celular causado pelo anticorpo adabut produzido e purificado.
Junto aos resultados mostrados na figura 4.18 para o experimento com células L929 e anticorpo
adabut, estdo apresentados também dados obtidos em outro teste realizado posteriormente para
avaliar a citotoxicidade intrinseca do anticorpo adalimumabe (Humira®), resultando negativo
assim como o anticorpo teste adabut. A auséncia de toxicidade intrinseca também foi indicada
visualmente em células humanas HUVEC, conforme item 4.9.2.

Figura 4.18 - Prova de auséncia de citotoxicidade intrinseca de anti-TNFa adabut purificado.
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Média de leituras de DOsgsnm Obtidas em ensaio colorimétrico de viabilidade celular por MTT a 5 mg/mL durante a
padronizacdo do protocolo de neutralizagdo de citotoxicidade induzida com rhTNFa 10 ng/mL por anti-TNFa.
Fibroblastos murinos L929 sensibilizados com actinomicina-D foram incubados em meio RPMI a 37 °C em CO, 5%
durante 20 h com 1 pg/mL de anticorpo anti-hTNFa/sele¢do 2B apenas e, posteriormente, também para o anticorpo
adalimumabe (Humira®). O grafico apresenta o nimero amostral e a barra de erro corresponde ao desvio padrdo
estabelecidos na analise.

Para determinar a janela de neutralizacdo de anti-TNFa a concentragdo de TNFa
escolhida foi 0,5 ng/mL, pois apresentou elevada citotoxicidade celular impedindo com que
excessos da proteina saturassem a deteccdo de neutralizacdo pelo anticorpo. A padronizacdo do
protocolo foi iniciada com o anticorpo adabut/selecdo 2B que se mostrou capaz de neutralizar
100% do TNFa nas concentragdes de 1 pg/mL, com leituras de DOsgspm 0,704 + 0,05, até
0,12 pug/mL, de DOsgsnm 0,664 £ 0,03, leituras similares as obtidas com o controle sem adicao de
TNFa, de DOsgsnm 0,635 + 0,05 (figura 4.19). O anticorpo utilizado como controle positivo
(Invivogen) apresentou neutralizagdo maxima de TNFa nas concentra¢des de 1 pug/mL, DOsgspm
0,664 £ 0,02, até 0,25 pg/mL, DOsgsym 0,593 + 0,08. O célculo de ICsp indicou concentracdo de
27,34 ng/mL para adabut/selecéo 2B e de 80,78 ng/mL para o controle anti-TNFa (Invivogen).
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As variacOes existentes na metodologia de quantificacdo de anticorpos (como a
empregada para o adabut em relacdo ao método utilizado pelo fabricante, ndo reportado) e no
préprio ensaio de neutralizagdo de citotoxicidade ndo permitem assumir que a atividade de adabut
seja superior a encontrada no anticorpo controle. Um método alternativo para quantificacdo que
responderia esta pergunta poderia ser a liofilizagdo do material e posterior quantificacdo a partir
de peso seco. Desta forma, o anticorpo poderia seguramente ser ressuspendido com a
concentracdo de trabalho. Ainda assim, o experimento permitiu validar o protocolo,
comprovando que o anticorpo adabut produzido apresenta atividade funcional, ou seja, € capaz de

impedir a toxicidade celular induzida por TNFa in vitro, proposito da analise.

Figura 4.19 - Efeito de neutralizacdo de anti-hTNFa a TNFa e concentragao inibitoria (ICso).
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Curva de ICsy (ng/mL) de anti-TNFa em experimento de inibi¢do da citotoxicidade induzida por rhTNFa em
fibroblasto murino L929. Os anticorpos anti-TNFa adabut/selecdo 2B e Invivogen foram diluidos serialmente na
raz8o 1:2 em concentragdes de 1 pg/mL a ~0,5 ng/mL e incubados com rhTNFa a 10 ng/mL. As curvas foram
obtidas utilizando a média e desvio padrdo de duplicatas a partir da leitura de DOsgs, €M ensaio colorimétrico de
viabilidade celular por MTT a 5 mg/mL.

Analisando os resultados prévios de cultivo em batelada alimentada e cinética de ligacéo
ao TNFa, os anticorpos produzidos pelos diferentes clones foram classificados e escolhidos para
seguimento com o0s ensaios de caracterizacdo. Sabendo-se que ndo houve diferenca entre a
afinidade dos anticorpos ao TNFa, os critérios de escolha foram baseados na melhor
produtividade e perfil celular em cultivo. Assim, foram testados no ensaio de neutralizacdo de
citotoxicidade os clones eleitos: 14, 70, 109, 123, 143, 173, 177, 223, 225, 231, 246, totalizando
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11 dos 33 anticorpos produzidos ou um ter¢o dos que apresentaram melhor desempenho. Foi
incluido na analise para comparago o anticorpo referéncia adalimumabe (Humira®).

O protocolo de neutralizagdo de citotoxicidade foi reproduzido para cada um dos
anticorpos, em réplicas de experimentos independentes. Conforme apresentado na tabela 4.8, o
total de 6 dos 11 anticorpos ndo apresentou diferenca estatistica significativa (P>0,05) para a ICs
em teste estatistico t de Student quando comparados a 1Cs encontrada para o anticorpo controle
adalimumabe (Humira®): os clones 14, 70, 123, 177, 231 e 246.

Tabela 4.8 - Ensaio de inibi¢do da citotoxicidade induzida com TNFa por anti-TNFa produzido
por diferentes clones.

*

Clone 1Cso Média (ng/mL) SD CV P

14 284,7 106,0 37,2 0,088
70 160,4 101,7 63,4 0,281
109 350,7 1482 42,3 0,045
123 184,7 65,3 354 0,408
143 427,3 114,0 26,7 0,004
173 339,3 67,3 19,8 0,009
177 2426 27,1 112 0,078
223 417,8 98,0 235 0,004
225 325,2 126,5 38,9 0,049
231 254.5 198,6 78,0 0,286
246 236,0 83,4 353 0,213
Humira® 194,7 432 2272 -

ICso média (ng/mL), desvio padrdo (SD) e coeficiente de variacdo (CV) estabelecidos a partir da leitura de duplicatas
de 3 a 4 experimentos independentes realizados para cada anticorpo. ‘P<0,05 = significante obtido em teste
estatistico t de Student para a comparacgdo dos anticorpos expressos pelos clones 14, 70, 109, 123, 143, 173, 177,
223, 225, 231 e 246 com o anticorpo controle adalimumabe (Humira®). O experimento indicou com intervalo de
confianca de 95% a diferenca entre os anticorpos produzidos pelos clones 109, 143, 173, 223 e 225 e 0 anticorpo
referéncia, conforme valor de P destacado na tabela.

Considerando a variabilidade observada no ensaio, inerente ao método colorimétrico de
MTT em fibroblastos, e buscando sempre preservar um maior nimero de clones/anticorpos para
avaliacdo nos ensaios subsequentes (experimentos de estabilidade em cultivo por tempo
prolongado e um segundo ensaio de caracterizacdo, respectivamente itens 4.10 e 4.9.2), a
exclusdo dos cinco anticorpos diferentes estatisticamente, 109, 143, 173, 223 e 225, foi

cautelosamente ponderada em uma analise individual. Dos candidatos a exclusdo, dois deles
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apresentaram resultado estatistico muito proximo a referéncia aceita de P=0,05, os clones 109 e
225 (P=0,045 para o clone 109 e 0,049 para o clone 225), e foram reavaliados segundo o
desempenho em critérios de crescimento, viabilidade celular e produtividade (tabela 4.9). Ambos
0s clones apresentaram grande semelhanga em produtividade, em torno de ~360 pg/mL segundo
quantificacdo realizada por SPR no dia 12 de cultivo em batelada alimentada (item 4.6), e
também no parametro densidade celular atingida, em torno de 24 x 10° v.c./mL, ambos no dia 7
de cultivo. Entretanto, o clone 225 apresentou viabilidade celular superior ao clone 109 de 70%
ap6s 14 dias de cultivo em comparacdo com ~35% para o clone 109. Assim, optou-se por

preservar o clone 225 para as proximas etapas, excluindo o clone 109.

Tabela 4.9 - Comparacéo entre os anticorpos produzidos pelos clones 109 e 225 em critérios de
crescimento, viabilidade celular e produtividade.

Viabilidade (%) anti-TNFa (ug/mL)
Dial2 Dial4 Dial2 Dia 14
109 24,18 67,5 35,9 362,58 359,9
225 24,94 80,1 68,8 365,67 383,4

Anélise dos anticorpos produzidos pelos clones 109 e 225 em critérios de crescimento, viabilidade celular e
produtividade absoluta. Dados obtidos de um cultivo de batelada alimentada de duracéo de 14 dias e a partir de 0,3 X
10° células/mL cultivadas em 30 mL de meio CD Forti CHO suplementado com GIn 8 mM e agente anti-aglutinacdo
a 1:1.000 a 37 °C, 150 rpm e 8% CO,. A comparacao objetivou escolher o melhor dos clones para compor o grupo de
anticorpos eleitos para teste em um segundo ensaio de caracterizagdo funcional e para o experimento de estabilidade
em cultivo por tempo prolongado durante 60 geracdes.

Clone v.c. max (x10°)

Os clones 143 e 223 foram excluidos com seguranga, pois ambos apresentaram P=0,004 e
com um CV <30%. Ja o clone 173, apesar da significancia estatistica observada em P<0,05, foi
conservado, pois se mostrou como um dos principais clones em produtividade apds cultivo em
batelada alimentada de 14 dias, com concentracao final de anticorpo de 550,62 pg/mL.

Diversos protocolos para analise de citotoxicidade celular e coloragdo por MTT foram
testados com sucesso ap0s o primeiro ensaio descrito por Mosmann, 1983. Sua reprodutibilidade,
entretanto, é dependente da capacidade variavel das células em reduzir os sais de tetrazolio em
formazan pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase. Um dos pontos mais criticos da
analise envolve a solubilizacdo dos cristais de formazan, que se acumulam como um precipitado
insoluvel no interior das células, e sdo depositados proximos a superficie celular e também no
meio de cultura (RISS et al., 2013). Os ensaios propostos por Carmichael et al., 1987 com uso de

DMSO, sdo eficientes para a solubilizacdo dos sais e praticos pois permitem que a leitura seja
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realizada imediatamente, entretanto, necessitam da retirada do meio de cultivo para adicdo de
DMSO, tornando-os técnicas menos reprodutiveis devido a possibilidade de carreamento
diferencial de cristais. J& a solubilizacdo com isopropanol proposta por Mosmann, 1983, é
reportada como causa de interferéncia na leitura devido a precipitacdo de proteinas plasmaticas,
provenientes da suplementacdo do meio de cultivo com SFB (DENIZOT; LANG, 1986). A
escolha pela solubilizacdo com SDS a 20%, apesar de demandar maior tempo operacional até a
aquisicdo dos resultados, dispensava a necessidade de retirada do meio, o que poderia favorecer
uma maior confiabilidade e reprodutibilidade dos experimentos.

Apesar da variabilidade observada no experimento, foi possivel constatar a néo
inferioridade dos anticorpos produzidos quando comparados ao controle adalimumabe
(Humira®). A ICsp média determinada para o anticorpo anti-hTNFa adabut/selecdo 2B de 28,48 +
1,7, mostra a possibilidade de que a populagédo estavel mista continha anticorpos com atividade
funcional mais elevada, entretanto produzidos por clones instaveis ou concentragdes abaixo do
corte de produtividade estabelecido para a selecdo dos clones. O resultado pode alertar para a
necessidade de inclusdo de critérios de classificacdo que também considerem a variavel de

atividade funcional ao longo do processo de isolamento monoclonal.

4.9.2 Inibicao da expressdo de ELAM-1 em células HUVEC

Os anticorpos produzidos pelos clones que apresentaram melhor resultado no experimento
de neutralizacdo de citotoxicidade foram avaliados novamente frente a capacidade de inibi¢do da
fungdo efetora de TNFa em células humanas. O protocolo consiste no bloqueio da citocina pelo
anti-TNFo com consequente inibi¢do da expressdo de moléculas de adesdo ao endotélio de
leucocitos (ELAM-1) de células HUVEC. Na presenga de TNFa livre ocorre a ligagdo a TNFRs e
expressdo da selectina que pode ser reconhecida por outro anticorpo especifico, passivel de
deteccdo.

A expressdo da selectina ELAM-1 ocorreu em HUVEC nas trés concentragdes de TNFa
testadas: 50, 100 e 200 ng/mL, sendo reconhecida por seu anticorpo especifico e conjugado
marcado com FITC, conforme fluorescéncia que pode ser observada na figura 4.20. A imagem
mostra a reacdo em aumento de 200 vezes, comparando as células em visualizacdo por

microscopia de campo claro e fluorescéncia. Ja células HUVEC sem tratamento com TNFa,
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utilizadas como controle negativo, ndo expressaram a molécula de adesdo ELAM-1, e,
consequentemente, ndo apresentaram fluorescéncia.

Os anticorpos anti-TNFa dos clones 14, 70, 123, 173, 177, 225, 231, 246 e adalimumabe
(Humira®) foram incubados com TNFa na proporcdo Ac/Ag de 3000 vezes, razdo aproximada a
segunda diluicdo do anticorpo utilizada no ensaio de citotoxicidade para determinar a 1Csg
individual. O resultado apresentado na figura 4.20 compreende a concentragdo de TNFa de
100 ng/mL utilizada no ensaio para investigar a capacidade de bloqueio pelos anticorpos. Todos
0s anticorpos testados foram capazes de bloquear a citocina, impedindo expressdo de ELAM-1,
conforme perfil exemplificado na figura pelo anticorpo do clone 123. Entretanto, foi observada
uma leve fluorescéncia para o anticorpo produzido pelo clone 173. A triagem realizada para o
anticorpo adalimumabe (Humira®) também mostrou a existéncia de raras células com
fluorescéncia, fato ndo observado nos demais anticorpos anti-TNFo adabut produzidos, mesmo
em andlise completa dos campos em aumento de 100 vezes. O achado ndo desqualifica o
anticorpo produzido pelo clone 173, porém, cabe a observacdo de que o anticorpo produzido pelo
clone 173 ja apresentou historico de atividade funcional diferenciada, inferior ao controle, motivo
que pode permitir sua exclusdo do grupo dos melhores anticorpos. O mesmo nao foi constatado
para o0 anticorpo do clone 225, que também apresentou diferenca estatistica em 1Csy no
experimento de citotoxicidade em fibroblasto murino.

A quantificagdo de TNFa residual por SPR mostrou resultados inconclusivos. Dentre as
hipdteses levantadas que podem justificar os valores de ressonancia contraditérios quando
comparados ao controle estdo: o material de analise ser instavel, interferentes no meio de cultivo,

e a baixa concentracdo do analito livre, inferior a capacidade de deteccdo pelo equipamento.



Figura 4.20 - Inibi¢do da expresséo de selectina ELAM-1 em células HUVEC.
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Imagem observada em microscopia de i) campo claro e ii) fluorescéncia para marcacao de células com anti-ELAM-1
e conjugado murino anti-lgG-FITC em aumento de 10x20. a) células HUVEC; b) células HUVEC tratadas com
TNFa a 100 ng/mL, e os ensaios com adi¢do de anticorpo anti-TNFa a 300 pg/mL para bloqueio da citocina com
¢) adalimumabe (Humira®), e com os anticorpos expressos pelos clones d) 123, e) 173 e f) 225. A indicacio em seta
corresponde a leve fluorescéncia observada em raras células, quando incubadas com os anticorpos adalimumabe
(Humira®) e o expresso pelo clone 173.

A expressao de E-selectina (ELAM-1) em células endoteliais ocorre apds reconhecimento
do TNFa por TNFR1 via NF-kB e também TNFR2, participando da resposta inflamatoria durante
o rolamento, adesdo e migracdo transcelular de leucocitos ao sitio de inflamacao
(CHANDRASEKHARAN et al., 2007; TAUBITZ et al.,, 2013). Bevilacquaet al., 1994,
compararam o perfil de expressdo das selectinas em célula endotelial ap6s indugdo com TNFa, e
mostram que ELAM-1 atinge expressdo maxima apds 4-6 horas de inducdo, retornando a
quantidades basais depois de 24-48h. Zeller et al., 2012, analisam a partir de protocolo
desenvolvido de ELISA a expressao diferencial das moléculas de adesdo ELAM-1, molécula de
adesdo de célula vascular (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule) e molécula de adesédo
intercelular (ICAM-1, intercellular adhesion molecule) em células HUVEC induzidas com
100 ng/mL de TNFa durante 4 ou 15 horas. O experimento mostrou que o percentual de proteina
expressa na superficie das células foi cerca de quatro vezes maior em ELAM-1 quando

comparado a ICAM-1, sendo VCAM-1 expressa em percentuais intermediarios (ZELLER et al.,
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2012). A expressdo de ELAM-1 esta, naturalmente, aumentada na artrite reumatoide, bem como
de VCAM-1 e ICAM-1, e em menor grau na osteoartrite, por exemplo (BEVILACQUA et al.,
1994). Assim, o bloqueio da citocina pelo anticorpo anti-TNFa pode contribuir na redugao da
molécula livre, impedindo com que potencialize o efeito inflamat6rio e consequente patogenia

das condigdes clinicas.

4.10 Estabilidade de expressdo de anti-hTNFa em clones submetidos a cultivo por tempo
prolongado

A estabilidade de expressdao do anticorpo anti-hTNFa pelos clones 14, 70, 123, 173, 177,
225, 231 e 246 foi avaliada durante 60 geracdes de cultivo, considerando um tempo médio de
duplicacdo celular de 17 h e em um experimento continuo de duracdo de 46 dias. Ao longo de
todas as passagens, realizadas a cada 3 ou 4 dias, foram coletados pontos de todos os clones em
teste para determinar o numero de células e concentracdo de anticorpos expressos, alem do
congelamento de células aproximadamente nas geragdes 0, 25, 45 e 60 para posterior analise de
produtividade especifica em um cultivo de cinco dias. Todos 0s clones continuaram a expressar o
anticorpo durante os 46 dias de experimento, variando em relacdo ao numero de
células/concentracdo de anti-TNFa e onde foi possivel estabelecer a tendéncia do crescimento

celular e da expresséo de anticorpos individualmente (figura 4.21).
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Figura 4.21 - Estudo de estabilidade de clones: i) crescimento e ii) produtividade.
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Estabilidade de expressdo de anti-TNFa observada durante 60 geragdes para: a) clone 14, b) clone 70, c) clone 123,
d) clone 173, e) clone 177, f) clone 225, g) clone 231, h) clone 246. Os graficos mostram em (i) densidade celular
em cada uma das passagens, com sua respectiva viabilidade e PDT, e em (ii) densidade celular maxima, viabilidade e
PDT obtidos em cada passagem, e respectiva produtividade de anticorpo ao longo das gera¢des, além de linhas de
tendéncia para PDT, densidade celular e titulo de anticorpo. Cultivo realizado em meio Dynamis AGT,
suplementado com 8 mM de glutamina e agente anti-aglutinago a 1:1000, sob 37°C, 150 rpm e 8% CO, em um
experimento continuo de tempo médio de duracdo de 46 dias, e com passagens realizadas a cada 3-4 dias.
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Os clones 14 e 246 apresentaram perfil semelhante com tendéncia a crescimento no
nimero de células e decaimento na concentracdo de anticorpos, indicando uma possivel
instabilidade na expresséo do anticorpo. Quando analisados individualmente em cultivo continuo
de cinco dias para determinar a produtividade especifica (PCD) (figura 4.22), observou-se que 0
clone 14 apresentou reducdo de PCD de ~20% até a geracdo 45, chegando na geracdo 60 pouco
acima de 30% (33,62%). J& o clone 246 apresentou decaimento proximo a 30% logo na geracéo
25, 50% na geragdo 45 e finalizando com reducéo de ~70%, considerado, portanto, instavel. Os
clones 70, 123 e 225 apresentaram tendéncia em crescimento celular e produtividade linear e
constantes/estaveis finalizando o experimento na geracdo 60 com reducdo de, respectivamente,
12,57%, 5,49% e 18,54%. O clone 70 mostrou tendéncias paralelas crescentes para nimero de
células e titulo de anticorpo. Os clones 123 e 225, com leve e gradual distanciamento das
tendéncias ao longo das geracOes, sendo observado um leve decaimento no titulo de anticorpo
para o clone 123 e um leve aumento na densidade celular para o clone 225. Ambos os clones 173
e 177 manifestaram tendéncias paralelas e aparentemente estaveis: o clone 173 com tendéncias
crescente no numero de células e constante para a expressao de anticorpos, PCD <30% até a
geracdo 45 e chegando a ~50% na geracdo 60; e, de maneira inversa, o clone 177 apresentou
densidade celular constante, porém, titulo de anticorpo decrescente, decaindo em PCD >30% até
a geracdo 45, e atingindo reducdo de aproximadamente 70% na geracdo 60. Estes dois clones
foram considerados bons produtores apenas no inicio do cultivo, com PCDs em torno de 6 e 5
pcd na geracdo 0, respectivamente para clones 173 e 177. O clone 231 apresentou perfil de
estabilidade atipico, onde foi constatada uma recorrente predisposicdo na formacdo de grumos de
células, mesmo apos filtracdo durante as passagens. O clone mostrou-se ndao adaptavel a cultivo
por tempo prolongado, utilizando agente anti-aglutinacdo na concentracdo de 1:1.000, e ndo foi
possivel determinar com seguranca as tendéncias na relacdo entre o numero de
células/produtividade. A rastreabilidade do historico do clone permitiu levantar a informacéo de
gque 0 mesmo ja havia apresentado potencial para a formacdo de grumos, ambigua em cada etapa
da geracdo de linhagem. O teste de estabilidade permitiu corroborar as evidéncias também pela
observacdo do tempo de duplicacdo da populacdo (PDT, population doubling time) desordenado,
que variou de 15 a 27 horas, enquanto que os demais clones apresentaram PDTs mais constantes,
coerentes com a média esperada para a célula CHO-S® (Life Technologies). O mesmo foi

observado para a viabilidade celular, Gnico clone com decaimento de ~99% para ~85%.
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Figura 4.22 - PCD médio e percentual de variacdo de produtividade de clones CHO-S®/pCHO
1.0/HC-LC.adabut recombinantes ao longo de 60 geracoes.

PCD

Geragdes
Clone 0 25 a5 60 Redugdo de produtividade
entre geragdes 0-60 (%)
——14 4,66 4,40 3,58 3,09 33,62
—a—70 3,96 4,17 4,20 3,46 12,57
123 5,57 5,93 5,38 5,26 5,49
——173 591 5,59 4,47 2,96 49,88
——177 497 4,47 2,98 1,56 68,59
225 4,08 4,29 3,89 3,32 18,54
231 6,72 4,15 2,82 1,88 72,10
246 6,93 5,10 3,58 2,18 68,50

Valores de PCD médios obtidos a partir de um cultivo de 5 dias para clones CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut
recombinantes nas geracgdes 0, 25, 45 e 60. O percentual de reducdo de produtividade foi estabelecido para a geracdo
60, em comparacdo com o PCD determinado na geracdo 0. A imagem mostra as curvas de PCD onde, entre o0s
clones, € possivel distinguir os maiores valores de PCD médio encontrados na geracao 60.

Vale destacar que o experimento foi realizado sem adicdo de agente de selecdo
(puromicina e metotrexato), de modo que a estabilidade obtida compreende a capacidade de
expressao inerente de cada clone. Segundo Alvin e Ye, 2014, de uma maneira geral, a linhagem
monoclonal é considerada estdvel quando a produtividade reduz em até 30% apds 60-80
geracOes. Assim, assumiu-se como estaveis os clones 70, 123 e 225, dentre os quais, o clone 123
foi 0 que apresentou resultados mais préximos de PCD entre as geracfes 0 e 60, seguido pelos
clones 70 e 225, de PCD similares. O clone 14 apresentou-se em estabilidade limitrofe, de modo
que poderia ser reconsiderado, caso necessario.

Analisando o conjunto de dados levantados para os trés clones considerados mais
estaveis, como perfil de crescimento e viabilidade celular e expressdo de anticorpos, observa-se
que dentre todos os clones analisados no processo de geracao de linhagem celular, os melhores

foram o 123>70=225 (tabela 4.10). A produgéo absoluta de anticorpos foi maior para o clone
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123, seguido por valores préximos nos clones 70 e 225, mesma relagdo observada em PCD médio

de cinco dias no experimento de estabilidade (figura 4.22).

Tabela 4.10 - Comparacdo entre os trés clones mais estaveis segundo critérios de crescimento e
viabilidade celular e concentracdo de anticorpos anti-TNFa.

Viabilidade (%) anti-TNFa (ug/mL)

Dia 12 Dia 14
ELISA BIlAcore ELISA BlAcore
70 23,63 65,2 60,8 440,00 328,82 357,02 398,88
123 23,44 56,2 47,1 626,84 593,74 562,65 559,89
225 24,94 80,1 68,8 423,47 365,67 422,09 383,35

V.C. Max

Clone ",10°%  Dia12 Dia 14

Analise dos clones 70, 123 e 225 em critérios de crescimento, viabilidade celular e produtividade absoluta.
Resultados obtidos a partir de um cultivo de batelada alimentada de duracdo de 14 dias e partindo de 0,3 x 10°
células/mL cultivadas em 30 mL de meio CD Forti CHO suplementado com GIn 8 mM e agente anti-aglutinacdo a
1:1.000 a 37 °C, 150 rpm e 8% CO, (item 4.6). Na tabela sdo apresentadas as quantificacOes realizadas por ELISA e
BlAcore.

A figura 4.23 mostra o perfil de crescimento celular diferencial entre os trés clones ao
longo dos 14 dias de cultivo em experimento de batelada alimentada (item 4.6). Todos os clones
atingiram densidade celular maxima muito proxima, entre, aproximadamente 23,5 e 25 x 10°,
entretanto, em dias diferentes, sendo o clone 70 no dia 5 e os clones 123 e 225 no dia 7. O mesmo
ocorreu para o decaimento, iniciado no dia 7 para o clone 70 e no dia 10 para os clones 123 e
225.
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Figura 4.23 - Curva de crescimento celular de CHO-S®/pCHO 1.0/HC-LC.adabut clones 70, 123
e 225 em cultivo de bateada alimentada.
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Curva de crescimento obtida em experimento de batelada alimentada de 14 dias e partindo de 0,3 x 10° células/mL
em 30 mL de meio CD Forti CHO suplementado com GIn a 8 mM e agente anti-aglutinacdo a 1:1.000, a 37 °C, 150
rpm e 8% CO? (item 4.6). Ao longo do cultivo, foram realizadas suplementagdes do meio com glicose nos dias 3 (4
g/L), 5 (4 g/L), e 7 (6 g/L). Contagem realizada pelo método de azul de tripano em plataforma automatizada Vi-
CELL.

4.11 Avaliacgao de clones potencialmente produtores de anticorpo de segunda geracao

Os 33 anticorpos produzidos pelos clones classificados para cultivo em batelada
alimentada (item 4.6) foram purificados (item 4.7) e analisados quanto a variagdes no perfil de
reconhecimento por receptores do tipo Fcy. A afinidade diferencial poderia correlaciona-los a
potenciais anticorpos de segunda geracao. A triagem de variantes de regido Fc do anti-TNFa foi
realizada por SPR frente ao reconhecimento pelo receptor de ativagao inflamatoria FcyRI e 0 de
inibi¢ao da resposta FcyRIIB/C.

Os dados de cinética para FcyRI mostram variagio de afinidade maxima de 3,83 x 10° M
para 0 anticorpo do clone 225 a minima de 2,29 x 10° M para o anticorpo do clone 123, em
comparacdo com um Kp de 2,51 x 10° M para o anticorpo adalimumabe (Humira®). Ja para
FeyRIIB/C a forga de afinidade variou de 6,48 x 10”° M para o anticorpo adalimumabe até 1,27 x
10 M para o anticorpo expresso pelo clone 182 (figura 4.24 e tabela 4.11).
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Figura 4.24 - Afinidade de ligagdo de anti-TNFa produzido por diferentes clones aos receptores

FcyRI e FeyRIIB/C.
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Gréfico representando a relagdo entre as constantes de associacio (k,), expressa em 1/M.s e de dissociacdo (kq) em s™
para 33 anticorpos produzidos por diferentes clones. a) corresponde a afinidade ao FcyRI e b) ao FcyRIIB/C. As
constantes foram determinadas por SPR em dois experimentos independentes e o valor apresentado refere-se & média
dos resultados obtidos. A linha diagonal corresponde a constante de afinidade (Kp) expressa em nM. Destaque para o
resultado obtido para o anticorpo referéncia adalimumabe (Humira®).
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Tabela 4.11 - Afinidade de ligacdo de anti-hTNFa produzido por diferentes clones a receptores

FcyRI e FcyRIIB/C.
FcRI FcRII
Clone — T
Kp médio (M) SD Kp médio (M) SD
14 2,64x10°  544x10% 344x10°  1,63x10™%
27 2,86x10°  6,72x10% 3,11x10° 2,53 x 10°
30 2,87x10°  8,27x10% 393x10°  9,33x10™"
36 2,87x10°  926x10™ 3,79 x 10° 1,15x 107
61 2,80x10°  7,28x10™ 329x10°  7,57x10™%
62 2,82x10°  9,12x10™ 3,85x 10° 1,03 x 107
66 3,04x10°  3,68x10™%° 355x10°  3,61x10™%
70 2,73x10°  7,35x 10 2,94x10°  3,75x10%
92 2,70x10°  587x10% 2,95x10°  566x10™
96 301x10° 7,71x10" 5,26 x 10 1,05 x 10°°
109 2,80x10°  1,05x10° 440x10°  6,93x10™%
114 2,74x10°  9,12x10™ 3,77x10°  417x10%
118 2,96x10°  7,49x10™ 410x10°  3,32x10%
120 3,00x10° 9,76 x10™ 6,00x10°  7,99x 10"
123 2,29x10°  212x10*" 3,87 x 10° 53x 10
143 2,37x10°  141x10*" 456x10°  1,41x10™
153 290x10° 141x10*" 4,90 x 10° 1,17 x 107
155 258x10° 2,76 x 10 5,31 x 10° 1,63 x 107
173 2,45x10°  2,47x10% 5,28 x 10°° 1,22 x 107
177 258x10°  212x10% 2,96x10° 2,97 x10™
182 2,49x10°  453x10% 1,27x10°  2,83x10™%°
189 259x10°  2,26x10™° 563x10° 9,97 x10™
196 2,42x10°  3,39x10% 259x10°  594x10™%
203 2,53x10°  2,40x 10 4,10x10° 2,62 x 10°
205 2,85x10°  6,01x10™ 3,03x10°  4,95x10™
209 353x10°  1,19x10° 1,88x10°  4,53x10™%°
223 2,80x10°  4,38x10% 322x10°  3,39x10%
225 383x10°  1,50x10° 1,34x10°  1,56x10™°
229 2,76 x10°  3,25x 10 3,73x10°  9,19x10™
231 2,61x10°  247x10% 3,15x10° 6,77 x10%
240 2,56 x10°  2,55x 10" 392x10° 1,06 x10™
246 2,92x10°  573x10% 2,54x10°  509x10%
249 321x10°  1,97x10° 363x10° 212x10™
Humira  2,51x10°  502x10™% 6,48 x 10°° 1,61 x 107

Valores de forca de afinidade encontrados para os 33 clones em andlise e para o anticorpo controle adalimumabe
(Humira®). Foram realizados dois experimentos independentes utilizando o sobrenadante de cultivo purificado de um

cultivo de batelada alimentada de 14 dias. Valores de kq expressos em 1/s, de k, em 1/MS e Kp em M.
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Todos os anticorpos apresentaram forca de afinidade de mesma ordem de grandeza. A
analise estatistica indicou que ndo existe diferenca significativa entre o Kp encontrado para
ambos os receptores Fcy estudados.

O reconhecimento de anticorpos pelos diferentes receptores de imunoglobulina pode
interferir no perfil de resposta inflamatéria celular (BRUHNS et al., 2009). O experimento
objetivou analisar a expressdo de Fc nos clones com o intuito de rastrear um anticorpo com
afinidade superior ao receptor de inibicdo FcyRIIB/C quando comparado ao disponivel
comercialmente (adalimumabe, Humira®), e assim embasar o desenvolvimento de uma molécula
biossuperiora (biobetter ou anticorpo de segunda geracdo), ou seja, com vantagens clinicas
quando comparado ao tratamento atual. A investigacdo, entretanto, ndo é definitiva e pode ser
continuada com a andlise de moléculas de sinalizacdo intracelulares que comprovem que, 0
anticorpo recombinante além de neutralizar a fungcdo de TNFa via reconhecimento de Fab, pode
exercer funcdo efetora de supressdo da resposta inflamatoria, via ativacdo do motivo inibidor do
imunorreceptor baseado em tirosina (iTIM, immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)
(MUTA et al., 1994).

A expressdo de anticorpos variantes pelos diferentes clones pode estar associada a
modificacdes pos-traducionais pela célula, relacionadas a insercdo aleatdria do gene heterélogo
no genoma do hospedeiro durante a transfec¢do, entre outras causas. A glicosilacdo de Fc
compreende uma caracteristica especifica de cada clone (DOS SANTOS et al., 2013), de modo
que a obtencdo de um anticorpo biossuperior em termos de reconhecimento preferencial por
FcyRIIB/C poderia acarretar em um tratamento de melhor prognéstico em doengas autoimunes
devido ao estimulo de cessacdo de resposta imune. Magnusson et al., 2014, descrevem que
pacientes com artrite reumatoide ativa apresentam fun¢do de FcyR desregulada, com
superexpressdo de FcyRI, II e IgG de superficie, fendtipo diferencial que poderia inclusive ser
empregado como marcador diagnéstico para a AR ativa. Van Lent et al., 2001, examinaram a
participacdo individual de FcyRs em modelo experimental de artrite induzida com BSA metilada
utilizando camundongos FeyRI™, FeyRII™ e FcyRIII™. Durante a resposta mediada por linfocitos
T, ambos FcyRI e FcyRIll atuam estimulando a inflamacdo aguda e cronica, sendo FcyRI o
principal FcyR envolvido na destruicdo de cartilagens. FcyRII participa como um fator crucial
para a inibicdo da inflamacdo aguda e cronica e destruicdo de cartilagens. A presenca de exudato

e infiltracdo celular nas articulagBes ap6s 7 dias de indugao experimental foi similar em FcyRI” e
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111", e, respectivamente, 230% e 340% superior em FeyRII” (VAN LENT et al., 2001). Além do
envolvimento de FcyRIl no controle de respostas imune e inflamatoéria, onde variagdes génicas
estdo associadas a susceptibilidade a doencas autoimunes como llpus eritematoso sistémico,
esclerose multipla e artrite reumatoide, o receptor também esta associado a regulacdo da defesa
pelo organismo contra infeccbes (SMITH; CLATWORTHY, 2010). Apesar do resultado
encontrado no experimento, ainda ha a possibilidade de aprimoramento do anticorpo produzido,
como, por exemplo, através de modificacdes pontuais na molécula induzida por mutagdes sitio

dirigidas.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O projeto comprovou a factibilidade do desenvolvimento de anticorpos terapéuticos anti-
TNFa capazes de neutralizar a atividade funcional de TNFa, e, portanto, emprega-los para o
controle de doengas autoimunes e inflamatorias crénicas, utilizando plataforma estabelecida em
nosso laboratério. Considerando os resultados obtidos, o trabalho apresentado nesta tese
representa pela primeira vez descrita no pais a capacitacdo para 0s estagios iniciais de
desenvolvimento de um anticorpo monoclonal “biossimilar”, com a geragdo de linhagens
celulares produtoras do anticorpo adalimumabe/adabut. Ainda que varias empresas estejam
atualmente envolvidas em parcerias para o desenvolvimento produtivo (PDPs), promovidas pelo
Ministério da Saude para a fabricacdo de anticorpos monoclonais biossimilares no Brasil, todas
estdo importando as etapas do desenvolvimento em processos de transferéncia de tecnologia.
Cabe lembrar, entretanto, que este processo nao inclui necessariamente as etapas para a geragao
das linhagens celulares.

A classificagdo como biossimilar proposta para o anticorpo desenvolvido neste trabalho
deve ser utilizada com parcimdnia, pois ndo avangamos em todos 0s aspectos e obstaculos legais
necessarios para a discutivel “comprovagdo de biossimilaridade”, dependente também de outros
aspectos ndo triviais, como o modo de fabricacdo e da formulacdo do produto. Contudo, o
anticorpo monoclonal produzido pelos clones e avaliado como “ndo inferior” finaliza uma etapa
essencial e indispensavel para o processo de desenvolvimento completo. Nenhum dos resultados
dos testes realizados apresentou inferioridade quando confrontados com a referéncia, seja por
métodos fisico-quimicos ou estudos de funcéo efetora.

A estratégia utilizada para a identificacdo dos melhores clones mostrou-se bastante
eficiente. Ao longo do processo, foram estabelecidos critérios de selecdo desde a primeira etapa
de ampliacdo dos clones em placas de 96 pocos até o cultivo escalonado em SF sob agitacéo,
considerando parametros como: i) crescimento celular, pela confluéncia nos primeiros estagios
em placa de 96 e 24 pocos, seguindo com o auxilio de citdmetro de fluxo Guava em placa de 6
pocos e finalmente, com a ampliacdo do cultivo, utilizando plataforma automatizada Vi-Cell; ii)
viabilidade celular, nas primeiras etapas pela andlise visual ou hemocitdmetro, e, posterior ao
aumento de volume do cultivo, com Vi-Cell; iii) concentracdo dos anticorpos, dosados no

sobrenadante pelos métodos de ELISA e SPR; iv) produtividade, inicialmente considerando
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apenas a produtividade absoluta e com a ampliagcéo do cultivo e obtencdo volume excedente para
a contagem do numero de células, analisando também a produtividade especifica (PCD); v)
adaptacdo das células ao cultivo, na transferéncia do crescimento estéatico para a agitacdo orbital,
considerando a concentracdo do agente anti-aglutinacdo e também a formacéo de grumos.

O cultivo em batelada alimentada, normalmente escolhido para a producdo dos anticorpos
comerciais, foi realizado com o objetivo de avaliar e prever o comportamento de cada clone em
grande escala e permitiu estabelecer a curva de produtividade. A estabilidade por tempo
prolongado, durante 60 geracGes, abrangendo além do periodo de producdo em escala industrial
(geralmente de 14 dias), permitiu conhecer o perfil de expressdo dos clones, evitando a
continuidade dos ndo robustos. O ensaio de cinética de afinidade ao hTNFa e os dois diferentes
ensaios funcionais com as celulas L929 e HUVEC, estes ultimos limitados aos clones de interesse
devido ao grau de complexidade do experimento utilizando diversos anticorpos, permitiram
qualificar os melhores anticorpos produzidos pelos diferentes clones. Estas etapas avangadas
compreendem a fase mais critica durante a geracédo da linhagem celular e sdo determinantes para
garantir a qualidade do produto, encurtando prazos para o desenvolvimento de processos e
reduzindo os custos finais de producéo.

Os resultados apresentados indicam que dispomos de clones eficientes para a fabricacéo
nacional de um anti-TNFa terapéutico. Neste sentido seguem as proximas etapas do projeto, onde
sera avaliada a possibilidade de comprovar a biossimilaridade segundo outros ensaios (alguns ndo
disponiveis no Brasil) recomendados para regulamentacdo de medicamentos biossimilares junto
aos orgaos competentes ou direcionar para o desenvolvimento de um anticorpo biossuperior em

relacdo a referéncia.
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APENDICES
APENDICA A - Mapa de vetores plasmidiais

1. Plasmideo pCHO 1.0: mapa do vetor pCHO 1.0 (12.988 pb) mostrando a origem de
replicacdo (pMBL1 ori), os sitios de reconhecimento enzimatico Avrll (posicdo 5.765 pb) e
BstZ171 (posigéo 5.776 pb), EcCoRV (posicdo 7.834 pb) e Pacl (posi¢do 7.846 pb) para clonagem
simultanea de dois genes, 0 gene de resisténcia a canamicina (aph) para selecdo de
recombinantes em hospedeiro E. coli, os genes de resisténcia a puromicina (pac) e dihidrofolato
redutase (DHFR) para selecdo em hospedeiro de expresséo CHO, e os promotores de
citomegalovirus (Perzcmv € Pemvier1) responsaveis pela expressdo génica das cadeias HC e LC

do anticorpo (Life Technologies®).

Nrul (12,411) Position 1

Freedom™ pCHO 1.0
12,988 bp

Avrll (5,765)
BstZ171(5,776)

EcoRV (7,834)
Pacl (7,846)
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2. Plasmideos de transporte de HC e LC: mapa do (i) plasmideo de transporte-HC
(3.712 pb) e (ii) plasmideo de transporte-LC (3.099 pb), com destaque para 0s genes de selecdo a
canamicina (KanR) e ampicilina (AmpR), respectivamente (Life Technologies®).

KanR
BamH1(399)

Bglll(3035
Ncol(3020)

13AAWQFC_HC-BT4_pMK-RQ
3712 bp

HC-BT4

Col E1 origin

Sfil(1815)

(1) plasmideo de transporte-HC

Scal(2665)

Pvul(2555)
AmpR

Ncol(397)
BamHI(415)

13AATT5C_LC-BT4_pMA-T
3099 bp

LC-BT4

Pacl(1108)

Kpnl(1116)
Sfil(1139)

Col E1 origin

(i) plasmideo de transporte-LC
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APENDICE B - Andlise in silico realizada pela ferramenta ProtParam, ExPaSy para cadeia Gnica
(HC+LC) de anti-hTNFa

NUmero de aminoacidos: 665

Peso molecular: 72781.7

Ponto isoelétrico (pl) tedrico: 8.32

Composicdo percentual (%) de aminoéacidos:

Ala (A) 39
Arg (R) 22
Asn (N) 26
Asp (D) 28
Cys (C) 16
GIn (Q) 31
Glu (E) 32
Gly (G) 42
His (H) 13
lle (1) 15

Leu (L) 51
Lys (K) 43
Met (M) 6
Phe (F) 20
Pro (P) 44
Ser (S) 85

Thr (T) 51
Trp (W) 11
Tyr (Y) 30
Val (V) 60
Pyl (O) 0O

Sec(U) 0

5.9%
3.3%
3.9%
4.2%
2.4%
4.7%
4.8%
6.3%
2.0%
2.3%
7.7%
6.5%
0.9%
3.0%
6.6%
12.8%
7.7%
1.7%
4.5%
9.0%
0.0%
0.0%
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(B) 0 0.0%
(2) 0 0.0%
(X) 0 0.0%

NuUmero total de residuos de carga negativa (Asp + Glu): 60
Numero total de residuos de carga positiva (Arg + Lys): 65
Composicao atbmica:

Carbono C 3224
Hidrogénio H 5012
Nitrogénio N 868
Oxigénio O 1009
Enxofre S 22

Formula: Cs224Hs012Ng6801009S22
NuUmero total de atomos: 10135

Coeficiente de extincdo (M™ cm™, a 280 nm mensurado em 4gua):
Coef. de extingdo 106200

Abs 0.1% (=1 g/l) 1.459, assumindo todos os residuos de Cys na forma de cistina.

Coef. de extingdo 105200

Abs 0.1% (=1 g/l) 1.445, assumindo que todos os residuos de Cys estao reduzidos.
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