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Neste trabalho o gene do fator IX, proteina utilizada no tratamento da hemofilia
B, foi co-expresso com os genes das enzimas 7y-carboxilase, VKORC1 e PACE,
responsaveis pelas modificacdes pods-traducdo da molécula do fator IX, em células
CHO. Estas modificacdes sdo imprescindiveis para a atividade bioldgica do fator IX.
Foram construidos vetores bicistronicos com o elemento IRES defectivo intermediando
os dois genes, com os cDNAs do fator IX e das enzimas. A expressdo génica, a
producdo do fator IX total e a atividade do fator IX foram avaliadas em células CHO
transfectadas com o vetor pIRES, de integracio aleatdria, e com o vetor pcDNAS/FRT,
de integracdo sitio-dirigida. O nivel de expressdo e producdo de fator IX em células
transfectadas com o vetor pIRES foi baixo em relagdao ao obtido para o pcDNAS/FRT.
Isto comprovou a superioridade do sistema de integracdo sitio-dirigida em relacdo a
integracdo aleatéria. Como a expressao utilizando o vetor pIRES foi baixa, praticamente
nao houve influéncia da co-expressdo das enzimas. J4 com o pCDNAS/FRT, a co-
expressao da y-carboxilase prejudicou a producao de fator IX funcional, provavelmente

pela reduzida oferta de co-fator desta enzima, a vitamina K reduzida.
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In this work the factor IX gene, protein used in the hemophilia B treatment, was
co-expressed with the enzymes y-carboxylase, VKORC1 and PACE genes in CHO
cells. These enzymes are responsible for the factor IX post-translation modifications,
which are essential to the biological activity of factor IX. Bicistronic vectors were built
with the factor IX and enzymes cDNAs, having the defective IRES element
intermediating the two genes. The expression, the production of total factor IX and the
factor IX activity were evaluate in CHO cells transfected with the aleatory integration
vector, pIRES and with the site-direct integration vector, pcDNAS/FRT. Expression
level and factor IX production in cells transfected with the pIRES vector were low as
compared to those obtained for the pcDNAS/FRT. This result proved the superiority of
the site-direct integration system in relation to the aleatory integration. As the
expression using the pIRES vector was low, practically there was no influence of the
co-expression of the enzymes. Co-expression of y-carboxylase and factor IX using
pcDNAS vector had a negative impact on the production of the functional factor IX,

probably due to the reduced availability of the y-carboxylase co-factor, the vitamin KH,.
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1. INTRODUCAO

A hemofilia é um distirbio no processo de coagulacdo sangiiinea gerado pela
falta de fatores de coagulacdo, decorrente de um defeito recessivo no cromossomo X.
Por esta razdo, esta enfermidade atinge quase que exclusivamente individuos do sexo
masculino, sendo rara a ocorréncia em mulheres, nas quais os genes em ambos 0s
cromossomos teriam que ser recessivos. Os tipos mais comuns da doenga sdo: hemofilia
do tipo A (deficiéncia na producdo do fator de coagulacdo VIII) e hemofilia do tipo B
(deficiéncia na produgdo do fator de coagulacdo IX). O individuo hemofilico ndo pode
levar uma vida totalmente normal, pois qualquer corte, por menor que seja, pode
acarretar em hemorragia grave com risco de morte. Outro problema grave sdo as
repetidas hemorragias nas articulagcdes que, em longo prazo, afetam a mobilidade do

membro atingido (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

O tratamento da hemofilia consiste na reposi¢do do fator deficiente através de
injecdo intravenosa. O tratamento pode ser profildtico, sendo o fator deficiente
administrado continuamente, ou imediatista, administrando-se o fator deficiente

somente quando ocorre uma lesio (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Existem duas formas de se obter concentrado de fatores sangiiineos: por
fracionamento do plasma de individuos normais (hemoderivado) ou por produgdo em
células animais modificadas geneticamente (recombinante). O recombinante € mais
vantajoso de ser produzido, pois possui matéria prima ilimitada (sdo necessarios 3 litros
de sangue para se produzir uma injecao de fator sangiiineo hemoderivado) e uma menor

probabilidade de contaminacdo por novos patégenos (KAUFMAN et al., 1986).



No Brasil, existem 11.040 pacientes com coagulopatias hereditdrias, dos quais
62,30 % correspondem a hemofilia A, 11,70 % a hemofilia B, 21,10 % a doenca de von
Willebrand, 2,9 % a outras coagulopatias e 2 % aos demais distirbios da coagulacao
ainda sem diagnéstico. Estes dados foram obtidos até julho de 2007 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008). O Pais gasta, em média, 100 milhdes de délares na importacio de
concentrado de fatores sangiiineos por ano. Cada unidade de fator sangiiineo custa em
média, para o governo brasileiro, US$ 0,20 e um paciente gasta cerca de 1,5 mil
unidades por sessdo. E comum haver falta de fatores VIII e IX no estoque do Ministério
da Saude, pois o Pais depende do fornecimento de empresas estrangeiras. Por isso, o
governo investe em pesquisas que desenvolvam tecnologia nacional para producgdao

destes fatores sangiiineos, reduzindo os gastos neste setor e a dependéncia externa.

O fator IX é uma proteina menos complexa e mais estdvel do que o fator VIII,
portanto o desenvolvimento de um processo de producdo do fator IX recombinante é,
teoricamente, mais simples. O desenvolvimento de um processo para produzir o fator
IX no Brasil traria grandes beneficios econdmicos, além da auto-suficiéncia em fator IX

sem a necessidade de fracionar plasma humano.

A Genetics Institute/Wyeth € a tinica empresa que produz fator IX recombinante
(medicamento denominado de Benefix®) no mundo. Esta proteina é produzida em
células animais (células da linhagem CHO), pois somente célula eucaridticas superiores
sdo capazes de realizar todas as modificagdes pds-tradugdo que tornam o fator IX ativo.
Apesar de possuir condicdes para realizar as modificagdes na molécula do fator IX, as
células animais ndo realizam a 7y-carboxilagdo com efici€ncia, sendo esta a principal
modificagdo pés-traducdo da molécula do fator IX. Portanto, somente uma pequena

porc¢ao do fator IX total produzido pelas células tem atividade bioldgica.



A vy-carboxilagdo € catalisada pela enzima 7y-carboxilase, sendo necessaria a
presenca do seu co-fator, a vitamina K reduzida. A reagdo s6 ocorre por completo
quando o co-fator é regenerado pela enzima vitamina K 2,3-epéxido redutase
(VKORCI). A co-expressdo do gene do fator IX e do gene das enzimas y-carboxilase e

VKOR vém sendo estudada com objetivo de melhorar a producdo do fator IX funcional

(HALLGREN et al., 2002; WAJIH et al., 2005b).

Além da y-carboxilacdo, a clivagem do pré-peptideo também € importante para
conferir atividade bioldgica a molécula do fator IX. Andlises do fator IX secretado por
células animais, principalmente células CHO, mostrou que uma parte do fator IX
mantinha o pré-peptideo ligado a proteina. A enzima responsdvel por esta clivagem €
uma furina, conhecida pela sigla PACE (Paired basic Amino acid Cleaving Enzyme) e
também foi co-expressa com o fator IX na busca de aumentar a secre¢dao do fator IX

com o pré-peptideo clivado (WASLEY et al, 1993).

Para que as células transfectadas tenham uma expressdo controlada do gene do
fator IX e do gene da enzima co-expressa, existem vetores comerciais, tais como o
denominado pIRES (Promega). Este vetor possui um elemento IRES (sitio de entrada
interna do ribossomo), o qual permite expressar duas proteinas a partir de um tnico
RNA mensageiro, evitando que um gene seja inserido em uma regido do genoma de
baixa atividade transcripcional e o outro em uma regido de alta atividade. Ressalta-se
que, ao longo do presente trabalho, o termo “expressdo” serd empregado para denotar a
etapa de transcri¢do do gene (DNA), para formacdo de RNA mensageiro (RNAm). A
obtencdo da proteina secretada pela célula serd denominada ‘“producdo”, ja que a

formacdo de RNAm nao necessariamente estd diretamente relacionada a obtengdo da



proteina no sobrenadante de cultivo celular, uma vez que podem ocorrer limitagdes

referentes as etapas de traducdo e secre¢ao.

Sistemas de expressdo mais eficientes, tais como o sistema de integracdo sitio-
dirigida baseado em sitios FRT (Flipase Recombination Target), utilizando células
CHO Flp-In", desenvolvidas pela empresa Invitrogen, sio capazes de promover a
integracao, de forma direcionada, do vetor de expressdo em uma regido de alta atividade
transcripcional. Isto faz com que as células expressem o gene de interesse com maior
eficiéncia e de forma mais homogénea em uma populacdo de células transfectadas
(SADOWSKI, 1995). O uso deste sistema na produ¢do do fator IX é promissor, pois
pode aumentar o nivel de expressdo da proteina, aumentando o rendimento final do

processo.

A construgdo de vetores bicistronicos contendo o gene do fator IX e das enzimas
v-carboxilase, VKORC1 e PACE, utilizando o elemento IRES e o sistema de integracao
sitio dirigida, objetivando melhorar a producio do fator IX funcional, é o foco principal

deste trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Proteinas recombinantes

A elucidacdo de um modelo estrutural para a molécula de DNA, por Watson e
Crick em 1953, foi o estopim para o inicio dos estudos da engenharia genética. A
possibilidade de entendimento dos genes e de como as caracteristicas de um animal
eram transmitidas aos seus descendentes tornava-se cada vez mais claro. Em 1958,
Werner Arber, da Suica, descreveu as enzimas de restricdo, que sdo endonucleases
capazes de cortar moléculas de DNA em sitios especificos (DUARTE et al., 2003).

As enzimas de restricao sdo ferramentas fundamentais no emprego da técnica do
DNA recombinante. Utilizando estas enzimas, Paul Berg, em 1972, obteve as primeiras
moléculas de DNA recombinante (JACKSON et al., 1972).

Estas técnicas possibilitaram o desenvolvimento de processos de producdo de
proteinas recombinantes com fins teraputicos que, junto com o0Os anticorpos
monoclonais de uso terap€utico, receberam a terminologia de biofdarmacos (WALSH,
2002). Desde 2000, um quarto de todas as novas drogas aprovadas sdo biofarmacos,
segundo dados obtidos até 2003 (WALSH, 2003a). Com um ndmero crescente de
biofdrmacos aprovados, o setor de producdo cresceu rapidamente nos EUA e na Europa
e a previsdo € de continuar crescendo. Analistas prevéem que os biofdrmacos
representem mais de 50% do total de novos produtos aprovados anualmente pelas
ageéncias regulatorias a partir de 2010 (WALSH, 2005).

As proteinas recombinantes podem ser produzidas por células microbianas ou
animais. A primeira proteina terap€utica produzida por meio de técnicas de
recombinacdo genética licenciada foi a insulina, em 1982. Como € relativamente

simples, a insulina foi produzida em células bacterianas de Escherichia coli (BUTLER,



2005). No entanto, a maioria das proteinas usadas em terapia humana é complexa e
sofre varias modificacdes pos-traducdo que sdo fundamentais para sua atividade
bioldgica, como por exemplo: glicosilagdes, carboxila¢des, hidroxilagdes, dentre outras.
Por este motivo, as células animais sao mais indicadas para a producdo, principalmente
pelo fato das células de mamiferos realizarem a glicosilagio com padrdo similar ao
humano, pois esta € a modificacdo mais complexa e estd presente em quase todas as
proteinas terap€uticas. Em vdrios casos, a glicosilacdo determina a estabilidade,
antigenicidade, solubilidade, localizacdo, enovelamento, tempo de meia vida e,
conseqiientemente, a atividade biolégica das proteinas (PALOMARES et al., 2004). As
c€lulas animais mais utilizadas na industria sdo: CHO (Chinese Hamster Ovary cells) e
BHK (Baby Hamster Kidney cells). Algumas proteinas recombinantes produzidas no
mundo em células animais estdo descritas na Tabela 2.1

Tabela 2.1. Exemplos de biofarmacos produzidos em células animais (MELLADO &
CASTILHO, 2008).

Ano da
Classificacdo Produto Proteina Indicagdo/uso Célula primeira Companhia Pais
aprovagdo
Epogen/Procrit Epoetina o Anemia CHO 1989 Amgen Varios
) ) . . Japdo,
Epogin/Recormon Epoetina Anemia CHO 1990 Chugai
Europa
Fatores de -
cresci Neorecormon Epoetina B Anemia CHO 1997 Roche Europa
fat Europa,
hematopoiético Nespo/Aranesp Darbepoetina a Anemia CHO 2001 Amgen EUZ
. . . . Japdo,
Neutrogin/Granocyte G-CSF (lenograstim) Neutropenia CHO 1991 Chugai Europa
i . Proteina dssea Fratura da tibia e cirurgia
InductOS/Dibotermin o . CHO 2002 Wyeth Europa
Fatores de morfogénica 2 de coluna
crescimento . . Proteina dssea - Howmedica
Osigraft/Eptotermin o . Fratura da tibia CHO 2001 ) Europa
morfogénica International
Horménio foliculo- " . Europa,
Gonal-F X Infertilidade feminina CHO 1995 Serono
estimulante (FSH) EUA
. . . . . - Europa,
Luveris/Lutropin alfa Horménio luteinizante Infertilidade feminina CHO 2000 Serono EUA
Ovitrelle/Ovidrel, Europa,
Horménios . / _/ Gonadotrofina Infertilidade feminina CHO 2000 Serono P
Choriogonadotropin o EUA
Puregon/Follistim Al Horménio foliculo- Europa,
8 / ) o X Infertilidade feminina CHO 1996 Organon P
Folitropin B estimulante (FSH) EUA
. . Diagnostico in vivo de Europa,
Thyrogen Tirotropina o N L. CHO 1998 Genzyme
fungdo da tiredide EUA
- Europa,
Advate Fator VIII Hemofilia A CHO 2003 Baxter EUA
- . B Europa,
BeneFIX Fator IX Hemofilia B CHO 1997 Genetics Institute
Fatores de EUA
coagulagéo Austrélia,
sangiiinea Helixate NexGen/ - EUA,
Fator VIII Hemofilia A BHK 2000 Bayer
Kogenate FS Europa,
Suica
Kogenate Fator VIII Hemofilia A BHK 1993 Bayer Vérios




Ano da

Classificagdo Produto Proteina Indicagdo/uso Célula primeira Companhia Pais
aprovagao
Suica,
Novo Seven Fator Vlla HemofiliaAeB BHK 1996 Novo Nordisk Europa,
EUA
Recombinate Fator VIIl Hemofilia A CHO 1992 Baxter Varios
Fator VIl com dominio B . Genetics Institute/ Europa,
Refacto , Hemofilia A CHO 1999 .
excluido Biovitrum AB EUA
X Infarto agudo do L
Activase/Alteplase tPA L CHO 1986 Genentech Varios
miocardio
. . Europa,
Cerezyme Glicocerebrosidase Doenca de Gaucher CHO 1994 Genzyme EUA
Fabrazyme/ Agalsidase . Europa,
B o-Galactosidase A Doenga de Fabry CHO 2001 Genzyme EUA
Aumento da absorgdo e
Hylenex Hialuronidase dispersdo de outras CHO 2005 Halozyme Therap. EUA
drogas injetadas
Myozyme/ o L. Europa,
. o—Glicosidase acida Doenga de Pompe CHO 2006 Genzyme
Enzimas Alglucosidase o EUA
terapéuticas N-acetilgalactosamina 4- . . . X Europa,
Naglazyme/ Galsulfase Mucopolissacaridose VI CHO 2005 BioMarin
sulfatase EUA
i e Suécia,
Pulmozyme DNAse | Fibrose cistica CHO 1993 Genentech N
EUA, Suica
. . Fibroblasto Shire Human Genetic
Replagal/ Agalsidase o o-Galactosidase Doenga de Fabry 2001 . Europa
humano Therapies
TNKase/Tenecteplase/ Infarto agudo do Genentech/ Europa,
tPA b CHO 2000 - .
Metalyze miocardio Boehringer Ingelheim EUA
- . . . . . Europa,
Xigris/Drotrecogin o Proteina C ativada Sepsis severa HEK 293 2001 Eli Lilly EUA
P N Europa,
Avonex Interferon Bla Esclerose multipla CHO 1996 Biogen EUA
Citocinas
. L Europa,
Rebif Interferon Bla Esclerose multipla CHO 1998 Serono EUA
X Proteina de fusdo . .
Amevive/ Alefacept Psoriasis CHO 2003 Biogen EUA
(IgG1/LFA3)
Proteinas de ” =
3 Enbrel/ Etanercept Proteina de fusio Artrite reumatoéide CHO 1998 Immunex/ Wyeth Europa,
fuséo ou P (IgG1/TNFR) v EUA
Myoscint/ Imciromab Imunoconjugado Diagnostico in vivo de Europa,
s v / g 8 , Hibridoma 1989 Centocor P
Pentetate (IgG2a/DTPA) doengas cardiacas EUA
ProstaScint/ Capromab Imunoconjugado Diagnostico in vivo de -
. . Hibridoma 1996 Cytogen EUA
Pendetide (1gG1/DTPA) prostata
. X . R Europa,
Avastin/ Bevacizumab Imunoglobulina G1 Céancer colorretal CHO 2004 Genentech/ Roche EUA
i i . . ) . Corixa/
Bexxar/ Tositumomab Imunoglobulina G2a Linfoma N&o-Hodgkin Hibridoma 2003 L EUA
GlaxoSmithkline
Campath/ o .
. Leucemia linfocitica Europa,
MabCampath/ Imunoglobulina G1 o CHO 2001 ILEX/ Genzyme
crénica EUA
Alemtuzumab
Cancer de cabega, de Europa,
Erbitux/ Cetuximab Imunoglobulina G1 ¢ SP2/0 2004 ImClone/ Merck P
pescogo e colorretal EUA
Herceptin, Europa,
ptin/ Imunoglobulina G1 Céncer de mama CHO 1998 Genentech/ Roche P
Trastuzumab EUA
; ’ " ) “ . Europa,
Humira/ Adalimumab Imunoglobulina G1 Artrite reumatoéide CHO 2002 Abbott Laboratories EUA
Panorex/ Edrecolomab Imunoglobulina G2a Cancer colorretal n.d. 1995 GlaxoSmithkline Alemanha
Anticorpos
N . " " Europa,
Raptiva/ Efalizumab Imunoglobulina G1 Psoriase CHO 2003 Genentech/ Serono EUA
Artrite reumatoide, Europa,
Remicade/ Infliximab Imunoglobulina G1 SP2/0 1998 Centocor P
doenga de Crohn e outras EUA
Imunoglobulina G Complicagdes isquémicas
ReoPro/ Abciximab 8 plica ? SP2/0 1997 Centocor EUA
(fragmento) do coragdo
Linfoma N&o-Hodgkin, IDEC/ Genentech Europa,
Rituxan/ MabThera Imunoglobulina G1 X g CHO 1997 / / P
artrite reumatdide Roche EUA
. - . Profilaxia a rejeigdo de . X . Europa,
Simulect/ Basiliximab Imunoglobulina G1 Mieloma murino 1998 Novartis
transplante renal EUA
X . . Prevencdo a doengas do Europa,
Synagis/ Palivizumab Imunoglobulina G1 o NSO 1998 Medimmune/ Abbot
trato respiratério EUA
) I ’ . Europa,
Xolair/ Omalizumab Imunoglobulina G1 Asma CHO 2003 Genentech/ Novartis EUA




A necessidade de se obter vacinas virais, particularmente para a poliomielite,
acelerou o desenvolvimento de bioprocessos em larga escala para células animais nos
anos 50. Logo apds, nos anos 70 e 80, aumentou o interesse na aprimoracdo de
bioprocessos associados com a tecnologia de produgcdo de proteinas recombinantes
(BUTLER, 2005). Existem oito principais grupos de proteinas recombinantes: citocinas,
fatores de crescimento hematopoiético, fatores de crescimento, hormoénios, enzimas,
anticorpos, imunoconjugados e fatores sangiiineos (MELLADO & CASTILHO, 2008).

As citocinas atuam na resposta imune do organismo. Um exemplo € o interferon,
proteina usada para fortalecer o sistema imune quando o paciente € submetido ao
tratamento de alguns tipos de cancer e de doengas que atacam o sistema imunolégico.
As trés classes de interferon existentes (IFN-a, IFN-f e IFN-y) podem ser usadas no
tratamento de vdrias enfermidades, como: hepatite e leucemia (IFN-a), esclerose
multipla (IFN-B) e granulomatose cronica (IFN-y), a qual consiste em uma doenca
genética rara que gera uma deficiéncia dos glébulos brancos em realizarem fagocitose

(WALSH, 2003b).

Os fatores de crescimento hematopoiéticos sdo proteinas que atuam na
diferenciacdo de células hematopoiéticas. Os principais fatores sdo: a eritropoetina
(EPO) e os fatores estimulantes de colonias de granuldcitos (G-CSF), de coldnias de
macréfagos (M-CSF), e de coldnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF). Estes
biofdrmacos sdo utilizados no tratamento de anemia, doengas infecciosas, alguns tipos
de cancer, transplante de medula 6ssea e neutropenia (MELLADO & CASTILHO,
2008).

Os fatores de crescimento sdo usados no tratamento de fraturas dsseas (proteinas
osteogénicas) e ulcera de pele (fator de crescimento transformante, TGF, e o fator de

crescimento epidérmico, EGF), no auxilio ao processo de cicatrizagdo (fator de



crescimento derivado de plaquetas, PDGF). Além disso, o fator de crescimento similar a
insulina (IGF) estd sendo desenvolvido para o tratamento do nanismo, diabetes tipo 2 e
doencas renais, entre outras doencas (MELLADO & CASTILHO, 2008).

No caso dos hormoénios, os primeiros a serem produzidos de forma recombinante
foram a insulina e o hormonio de crescimento usadas no tratamento da diabetes e baixa
estatura, respectivamente. Ambos podem ser produzidos em células microbianas, tendo
sido os primeiros biofarmacos a serem registrados no mercado. Ja as gonadotrofinas,
que englobam o hormdnio foliculo estimulante (FSH), o hormonio luteinizante (LH) e a
gonadotrofina coridnica (CG), entre outros, sdo reduzidas em células de mamifero e
empregadas no tratamento da infertilidade feminina, respectivamente (MELLADO &
CASTILHO, 2008).

Existem muitas enzimas terapéuticas recombinantes. Uma delas é o t-PA (sigla
em inglés para ativador de plasminogénio de tecido humano, utilizado em caso de
infarto do miocéardio), sendo o primeiro biofarmaco produzido por células animais
aprovado, em 1986. Outro exemplo é a glucocerebrosidase, que € usada no tratamento
da doenca de Gaucher, que consiste em um distirbio genético comum em populacdes
judaicas. Os sintomas incluem um aumento do figado e do bago devido ao actimulo de
um lipideo denominado de glucocerebrosideo (BEUTLER, 2006).

Os anticorpos produzidos de forma recombinante sdo empregados tanto para
diagnostico (in vivo e in vitro) quanto para o tratamento de indmeras doengas, como:
cancer, doengas auto-imunes, asma, doencas infecciosas, dentre outras (MELLADO &
CASTILHO, 2008). Nos ultimos anos, em média dois anticorpos monoclonais tém sido
aprovados por ano (MARAFINO et al., 2003).

Os fatores sangiiineos recombinantes sdo: o fator VIII (FVIII), o fator IX (FIX) e

o fator VIla (FVIla). Estes fatores sao utilizados no tratamento da hemofilia do tipo A,



da hemofilia do tipo B e de ambos os tipos de hemofilia, respectivamente. A hemofilia
do tipo A consiste em uma doenga genética vinculada ao cromossomo X que acarreta na
falta ou defeito da producao do FVIII pelas células do corpo humano, impossibilitando
a formacdo do codgulo. A hemofilia do tipo B resulta nos mesmos sintomas da A,
porém o defeito estd na producdo do FIX. A producdo dos fatores sangiiineos
recombinantes comecou na década de 90 com o FVIII recombinante produzido pela
Baxter Healthcare, em 1992. Hoje ja existem cinco produtos baseados em FVIII
recombinante aprovados e um baseado em fator IX, o qual € denominado Benefix®
(MELLADO & CASTILHO, 2008). O fator VIIa pode atuar nos dois tipos de
hemofilia, pois, quando complexado com o fator tecidual, o FVIla ativa o fator X a fator
Xa, o qual apds interagir com outros fatores, converte a protrombina em trombina, que
em seguida dé origem a rede de fibrina que estanca o codgulo. Desta forma, o FVIIa é
capaz de induzir a hemostase independentemente dos fatores VIII e IX (DUARTE et al.,

2003).

2.2. Producao do fator IX recombinante

Os fatores de coagulacdo podem ser obtidos de duas formas: extraidos do plasma
(hemoderivados) ou produzidos por células animais (recombinantes). Comparando os
dois métodos, o mais indicado € o recombinante, pois possui matéria prima ilimitada e
um baixo risco de transmissdo de novos patégenos (JIANG er al., 2002). Em
contrapartida, estudos mostraram que o fator VIII hemoderivado possui um menor risco
de sofrer inibicdo por anticorpos do paciente que o recombinante (GOUW, 2007).
Muitos testes foram realizados para comparar a atividade biolégica dos fatores
derivados do plasma e dos recombinantes (DAVID et al.; ROTH et al.; BIORKMAN et

al., 2001; SHAPIRO et al., 2005), pois a proteina recombinante precisa ser praticamente
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idéntica a humana para que exerca sua funcdo corretamente. Em todos os estudos, os

resultados obtidos para os recombinantes foram satisfatorios.

O processo de producdo de qualquer fator de coagulacdo sangiiinea

recombinante pode ser resumido em seis etapas (BERTHOLD et al., 2001):
(1) Desenvolvimento da linhagem produtora;
(2) Preparacdo do banco de células;
(3) Desenvolvimento do meio de cultivo;
(4) Implementacgdo da técnica de cultivo;
(5) Purificacdo da proteina com etapa de inativagao viral;
(6) Formulagao.

As linhagens produtoras ideais para produc¢do dos fatores sangiiineos € a de
células animais, pois, como ja foi dito, as células animais possuem a capacidade de
realizar as modificagdes pds-tradugdo de proteinas complexas, imprescindiveis para sua
atividade biolégica. No entanto, as células animais possuem algumas desvantagens,
como: crescimento lento, o cultivo € mais complexo e o rendimento é baixo. A maioria
dos problemas € devido ao fato dos fatores de coagulacdo serem proteinas muito
complexas, ou seja, grandes e com muitas modificagdes pés-traducdo (CHEN et al.,
1999). As células utilizadas na producao do tnico fator IX recombinante encontrado no
mercado (Benefix®, produzido pelo Genetics Institute/Wyeth) sdo células CHO

(Chinese hamster ovary), como visto na Tabela 1.

O vetor de expressdo inserido na célula é fundamental para se obter um bom

rendimento da proteina recombinante. O provédvel plasmideo usado para gerar a
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linhagem recombinante produtora do fator IX recombinante comercial (Benefix®)
possui o gene do fator IX seguido do gene da DHFR (diidrofolato redutase), usado para
selecionar as células com metotrexato (MTX). Esta substancia € um inibidor da DHFR e
somente as células que produzirem altos niveis de DHFR, consequentemente
produzindo também o gene localizado anteriormente ao da DHFR em altos niveis,
sobrevivem a selecao pelo inibidor (ASSELBERG et al., 1995). As células produtoras
de fator IX foram co-expressas com o gene da enzima PACE solivel (PACE-SOL),
sendo esta responsavel pela clivagem do pré-peptideo da molécula do fator IX,
tornando-o maduro, etapa fundamental para que a proteina exerca atividade bioldgica
(EDWARDS & KIRBY, 1999). Deve-se estabelecer um meio de cultivo livre de
proteinas animais e implementar um protocolo de adaptacdo das células ao meio sem

soro antes do inicio do cultivo (SINACORE et al., 2000).

ApOs a construcdo, os vetores sdo inseridos nas células animais e inicia-se um
processo de selecdo de clones altamente produtores. O clone escolhido € entdo

depositado em um banco de células mestre.

No banco de células mestre, as células sdo testadas quanto a integracao do gene
de interesse, ou seja, é preciso ter certeza de que o gene do fator sangiiineo foi integrado
ao genoma da célula permanentemente. E necessdrio assegurar que ndo houve nenhuma
contaminacdo com micoplasmas, bactérias ou fungos. O préximo passo € criar um
banco de células de trabalho (WCB, sigla em inglés Working Cell Bank) com um
nimero maior de criotubos para serem usados como inéculo em uma ampliacdo de
escala. No banco de trabalho, também € necessario realizar vdrias caracterizagdes,
como, por exemplo, verificacio da tumorigenicidade da célula (GOMPERTS et al.,

1992).
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Para se produzir uma proteina recombinante em biorreator, deve-se ampliar a
escala passo a passo. No caso do fator IX recombinante produzido pelo Genetics
Institute/Wyeth (Benefix®), o aumento de escala iniciou-se em frascos agitados do tipo
spinner de diferentes volumes até o indculo ser feito em um biorreator de 250 L. Neste
biorreator, o volume de cultura celular foi expandido até ser atingida uma quantidade de
células suficiente para inocular um biorreator de 2500 L. O processo € realizado em
batelada e as células sdo propagadas por 3 dias até atingirem uma alta concentracao.
Neste momento, aproximadamente 80% de suspensdo celular é removida e o que sobra

no biorreator € ressuspendido com meio fresco (EDWARDS & KIRBY, 1999).

A fase de recuperacdo e purificacdo da proteina pode ser considerada uma das
mais importantes, pois, para um biofarmaco ser aprovado no mercado, necessita ser
extremamente puro. O processo de producao do Benefix® é constituido de sete etapas de
purificacdo, sendo elas: ultrafiltracdo seguida de diafiltracdo, uma cromatografia de
troca anidnica, uma cromatografia de troca catidnica, uma coluna cromatografica de
hidroxiapatita (usada para tentar reter somente as proteinas y-carboxiladas), uma
cromatografia com quelante metdlico (Cu®*), uma membrana retentora de virus e
novamente um estdgio de ultrafiltracao/diafiltracdo. Ao final das etapas de purificagao,
sao adicionadas algumas substancias estabilizantes (formulacdo). Ao fim do processo, o
fator IX recombinante € liofilizado, para evitar degradacdo da proteina, e armazenado

em pequenos frascos (HARRISON et al., 1998).
2.3. Clonagem e expressao de proteinas em células animais

2.3.1. Componentes de um vetor de expressao em células animais

O sistema de expressao consiste no tipo de célula no qual se pretende expressar a

proteina e deve ser escolhido levando em consideracdo alguns fatores, como:
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caracteristicas do crescimento celular, nivel de expressdo, se a expressdo € intra ou
extracelular, modificagdes pos-traducdo em relacdo a atividade bioldgica da proteina
recombinante, assim como fatores econdmicos (MAKRIDES, 1999). A principal
vantagem das células animais deve-se ao fato destas realizarem as modificagdes pds-

tradu¢do com mais eficiéncia quando comparadas com células microbianas.

O vetor de expressdao ¢ a molécula de DNA utilizada para carrear o gene de
interesse ao interior da célula hospedeira. A escolha do vetor de expressdo é de
fundamental importancia para se obter um clone que expresse a proteina de interesse em
alto nivel. Existem muitos vetores disponiveis no mercado. Mesmo assim, produzir
proteinas recombinantes ndo € trivial. A eficiéncia de expressdo de um gene em células
animais depende de varios fatores, como: elementos de controle transcripcional e
traducional, processamento do RNA, nimero de copias do gene, estabilidade do RNA
mensageiro (RNAm), sitio de integracdo no cromossomo, potencial toxicidade da
proteina recombinante produzida para a célula hospedeira e também propriedades do

hospedeiro (WIRTH et al., 1988; MAKRIDES, 1999).

Os elementos que um vetor usado para clonagem e expressao em células animais
deve conter sdo: (1) promotor capaz de induzir uma transcri¢do, como, por exemplo,
promotor maior tardio de adenovirus e o promotor de citomegalovirus imediato
adiantado (rCMYV early promoter), sendo este ultimo o mais utilizado (MEHTA et al.,
2009); (2) sequéncias opcionais que auxiliam no processamento do RNAm como, por
exemplo, sinalizadores de poliadenilagcdo e a sequéncia de Kozak (CC(A/G)CCAUGG),
que € capaz de promover um aumento na transcricao do gene (DU et al, 2008); (3) um
terminador da transcri¢do, localizado a jusante da sequéncia, o qual impede a
transcricao através de outro promotor, aumentando a estabilidade do RNAm; (4) origem
de replicacdo, por exemplo de SV40 (Simian Virus 40 — virus que afeta macacos)
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facilita a expressdo transiente; (5) sitio multiplo de clonagem, onde serd inserida a
sequéncia do gene a ser expresso; (6) gene eucaridtico de resisténcia a antibidtico para
selecdo de células transfectadas; (7) gene procaridtico de resisténcia a antibidtico para
propagagio em bactérias (MAKRIDES, 1999, BOLLATI-FOGOLIN & COMINI,
2008). A Figura 2.1 mostra um exemplo de um vetor comercial, destacando todos os

elementos necessarios para expressao em células animais.
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Figura 2.1. Vetor pcDNA3.1 da Invitrogen. Os elementos presentes neste vetor sdo: Peyy ,
promotor forte de citomegalovirus que assegura um elevado nivel de expressdo; BGHpA,
elemento da sequéncia de poliadenilacdo do hormdnio de crescimento bovino que permite a
producdo de uma extremidade 3’ definida do RNAm; f1 ori, origem de replicacdo do fago
filamentoso fl que permite produzir recombinantes de cadeia simples e ¢ um componente de
propagacdo em E.coli; SV4Qori, origem de replicacdo do virus SV40 em células de mamifero;
Neomicina, gene marcador de referéncia regulado por um promotor/estimulador e uma
sequéncia poli A SV40 (SV40 pA); ColEl, origen de replicagdo derivada do plasmideo ColE1;
gene procariotico de resisténcia a ampicilina (INVITROGEN MANUALS, 2009a).

O vetor ilustrado na Figura 2.1 € para express@ao monocistronica. No entanto, é
possivel construir vetores policistronicos, através dos quais se pode promover a
expressdo de mais de um gene, por exemplo utilizando o elemento IRES (Internal

Ribosome Entry Site). Este elemento consiste em um fragmento de DNA presente em
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varios tipos de virus, que atua como um recrutador de ribossomos e, quando localizado
entre dois genes (vetor bicistrOnico), promove a expressao do segundo gene, dirigida
apenas pelo promotor localizado anteriormente ao primeiro gene. Ou seja, ocorre a
expressdao de 2 genes a partir de um unico RNAm (HOUDEBINE & ATTAL, 1999).
Estudos comparativos comprovaram que os virus da EMC (encefalomiocardite) e
FMDV (sigla em inglés do virus causador da febre aftosa, foot-and-mouth disease
virus), ambos da familia dos picornavirus, apresentam os elementos IRES que possuem
maior atividade transcripcional (BORMAN et al., 1995). O elemento IRES do virus da
EMC € o mais utilizado quando se pretende construir vetores bi, tri ou até mesmo
tetracistronicos (FUSSENEGGER et al., 1998; LI & ZHANG, 2004; DOUIN et al.,

2004).

A sequéncia original do elemento IRES do virus da EMC pode ser observada, na
sua forma mais estavel, na Figura 2.2. Quando se usa o elemento IRES original do virus
EMC, o nivel de expressao do segundo gene € bem mais alto que o do primeiro. Porém,
€ possivel realizar modificagdes na sequéncia do IRES que influenciam o nivel de
expressdo do segundo gene em relacdo ao primeiro. Por exemplo, o vetor comercial
pIRES (Clontech) possui o elemento IRES do virus da EMC modificado. A inclusdo de
uma adenina na regido de bifurcacdo, que originalmente possui 6 adeninas, e a retirada
do ultimo ATG fazem com que o nivel de expressio do segundo gene decaia,
acarretando em uma expressdo um pouco maior do primeiro gene (Figura 2.2).
Ademais, quando o vetor é monocistronico, foi observado um nivel de expressdo do
gene de interesse quase 2 vezes maior do que a expressao deste mesmo gene localizado
no primeiro cistron de um vetor bicistronico utilizando o IRES do virus da EMC normal

ou modificado. Todos os dados relatados neste pardgrafo foram observados apds a
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realizacdo de experimentos com os genes da luciferase de Renilla (Rim-do-mar) e a

luciferase de vagalume (BOCHKOV & PALMENBERG, 2006).
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Figura 2.2. Sequéncia de nucleotideo, na sua forma mais estdvel, do elemento IRES do virus da
encefalomiocardite (EMC). Os circulos em vermelho mostram os locais da alteracdo da
sequéncia clonada no vetor comercial pIRES: (1) retirada do dltimo ATG e (2) adicdo de uma
adenina na bifurca¢do A6 (adaptado de BOCHKOV & PALMENBERG, 2006).

2.3.2. O sistema Flp —In"

Para obter uma populagdo estdvel e homogénea, sem necessidade de seleciao de
clones, é necessdrio que o vetor de expressdo se integre na mesma regido do genoma de
todas as células transfectadas. Tratando-se de uma regido de alta atividade
transcripcional, o nivel de expressdio do gene de interesse serd alto. Isto se tornou

17



possivel apds a descoberta das enzimas Flp (Flipase), provenientes de um plasmideo da
levedura Saccharomyces cerevisiae, ¢ da enzima Cre, isolada do bacteriéfago Pl
(SADOWSKI, 1995; HAMILTON & ABREMSHI, 1984). Ambas fazem parte da
familia das integrases sitio-dirigida. A Flp reconhece o sitio FRT (Flipase
Recombination Target) e a Cre o sitio Loxp. As sequéncias dos sitios da FRT e Loxp sdo
diferentes, porém a organizacdo € a mesma, consistindo em duas sequéncias de 13 pb
invertidas e simétricas, separadas por uma regido com 8 pb, como mostra a Figura 2.3

(SHAIKH & SADOWSKI, 2000).

LOX + LOX
TATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 4,

5‘

a. = »——«¢ =
TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATAT
f
FRT + FRT
s+ TGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC 4.
»>——e

b- 3. 50

CTTCAAGGATAAGAGATCTTTCATATCCTTGAAGT
E

Figura 2.3. Sitios de reconhecimento das recombinases Cre (a) e Flp (b). Ambos possuem duas
sequéncias com 13 pb simétricas separadas por 8 pb (SHAIKH & SADOWSKI, 2000).

O mecanismo de acdo do sistema de integracdo sitio-dirigida de vérias
recombinases foi caracterizado bioquimicamente, porém todos sdo semelhantes. O
mecanismo de atuacdo da Flp foi um dos mais estudados. Para que este mecanismo
funcione, primeiramente deve-se inserir na célula a sequéncia do sitio FRT em um local
de alta atividade transcripcional (por exemplo, as células CHO Flp-In" da Invitrogen

que possuem o vetor pFRT/lacZeo?2 integrado ao genoma em uma posicao adequada). O
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vetor contendo o gene de interesse que serd transfectado também deve conter o sitio

FRT (ex.: pcDNAS/FRT fornecido pela Invitrogen). Além disso, € necessirio co-

transfectar as células com um vetor que expressa a recombinase Flp temporariamente

(ex.: pOG44 também da Invitrogen, completando o sistema de integracdo da Invitrogen

mostrado na Figura 2.4). Quando expressa, a enzima Flp rompe a sequéncia FRT na

regido entre as duas sequéncias simétricas utilizando a tirosina 343 como um nucleéfilo.

Logo apds, a tirosina liga-se covalentemente ao fosfato 3’ do sitio rompido e atua como

um grupo de saida para ligar o DNA ao genoma da célula, envolvendo neste processo as

argininas das posicoes 191 e 308 e a histidina da posi¢ao 305 (PAN et al., 1993).

w

0 vetor pFRT/lacZeo é estavelmente
transfectado em células mamarias deinteresse para
gerar alinhagem de célula Flp-In™

Aexpressdo do vetor pcDNAS/FRT contendo o
gene deinteresse (GOI) é contransfectado com
o vetorp0G44 em células da linhagem Flp-In™

Arecombinase Flp expressa a partir do vetor p0G44
catalisa 0 evento de recombinacdo homdloga entre os
sitios de FRT na célula hospedeira e o vetorde
expressao pcDNAS/FRT

Aintegracao dos vetores de expressiao construidos no
PCDMAS/FRT permite a transcrigdo do gene de
interesse (GOI) , conferindo resisténcia a higromicina.
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Figura 2.4. Esquema da integragio sitio-dirigida das células CHO Flp-In" da Invitrogen

(INVITROGEN MANUALS, 2009b).
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2.4. Bioquimica do fator IX

2.4.1. Funcao do fator IX no organismo humano

O fator IX, descoberto em 1952, é uma proteina que participa do processo de
coagulacdo sangiiinea (BIGGS et al., 1952). Este processo promove a formacdo de uma
rede de fibrina (codgulo) e as principais proteinas que participam do processo sao:
protrombina, fator V (FV), fator VII (FVII), fator VIIa (FVIIa, o sufixo “a” significa
que a proteina esta ativa), fator VIII (FVIII), fator IX (FIX), fator X (FX), fator XI
(FXI), fator XIII (FXII) e fibrinogénio. O sistema de coagulacdo € controlado por
proteinas anticoagulantes, sendo as principais: antitrombina III, proteina C, proteina S e
TFPI (sigla em inglés para inibidor do fator tissular). Existem estudos individuais de
todas as proteinas do sistema de coagulacdo (GENTRY, 2004). A Tabela 2.2 mostra o

teor e algumas propriedades das proteinas da coagulagao (BUTENAS & MANN, 2002).

Tabela 2.2. Concentracio e propriedades das proteinas atuantes na coagulacio (adaptado de
BUTENAS & MANN, 2002).

Proteina Concentracao Média no Plasma Mr Fonte Funcéao
nivl Hg/mli (Da)

Protrombina 1400 100 72000 plasma Zzimogéneo
Fator X 170 10 58500 plasma Zimogéneo
Fator [X 90 51 57000 plasma zimogéneo
Fator Xl 30 48 160000 plasma Zimogéneo
Fator Xl 90 30 320000 plasma Zimogéneo
Fator VI 10 0.5 50000 plasma Zimogéneo
Proteina C 60 3.7 62000 plasma Zimogéneo
Fator V 20 6.6 330000 plasma procofator
Fator VIl a.7 0.2 285000 plasma procofator
Fator Vlla 0.1 0.005 50000 plasma enzima
Fator Tissular NA NA 44000 endotélio cofator
Trobomodulina NA NA 100000 endotelio cofator
Antitrombina IlI 3400 200 58000 plasma inibidor
Proteina S 300 21 69000 plasma inibidor/cofator
TFPI 25 0.1 40000 plasma inibidor
Fibrinogéneo 7600 2600 340000 plasma precursor

MA, ndo aplicavel (proteina da membrana)
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O processo de coagulacio € iniciado pela exposicdo do fator tissular
subendotelial ao fluxo sangiiineo por consequéncia de um rompimento de um vaso ou
de um processo inflamatério. O fator tissular é expresso constitutivamente em células
do tecido muscular liso e em fibroblastos. Estd presente na membrana das células ao
redor do tecido vascular e normalmente nido entra em contato com o sangue
(DAHBACK, 2005). A coagulacio pode ser dividida em 4 fases: iniciagdo,
amplificacdo, propagacdo e terminacdo (RIDDEL et al., 2007). Na inicia¢do, o fator
tissular forma um complexo com o FVIla que ativa o FIX e o FX em pequenas
quantidades. O FXa associa-se entdo ao cofator Va, formando o complexo
protrombinase, o que gera uma pequena quantidade de trombina (HOFFMAN, 2004).
Na fase de amplificacdo, ocorre a ativagdo das plaquetas que, quando ativadas, liberam
parcialmente o FVa em sua superficie, enquanto a trombina formada ativa o FVIII para
FVIlla e o FXI para FXIa. Na fase de propaga¢cdo, um grande nimero de plaquetas é
recrutado para o local da injtria e € nesta fase que o FIX, ativado pelo FVIla e pelo
FXIa, forma um complexo com o FVIIla. Este complexo € formado pela ligacdo entre
os dominios serina-protease do FIXa e A2 do FVIIla, com uma provavel influéncia da
interface entre os dominios serina-protease € EGF 2 do fator IXa (FRIBOURG et al.,
2005). O complexo FIXa-FVIIla associado ao célcio (Ca*™) e a fosfolipideos ativa o FX
para FXa de 50 a 100 vezes mais do que a ativacdo realizada pelo complexo FVIla-fator
tissular na fase de iniciacdo. Portanto, esta etapa € crucial para que o processo de
coagulacdo transcorra eficientemente (BUTENAS & MANN, 2002). Ainda na fase de
propagacio, o FXa, na presenca de Ca™™ , fosfolipideos e do cofator (FVa), transforma a
protrombina em mais trombina, proporcionando uma quantidade de trombina suficiente
para transformar o fibrinogénio em fibrina. Na fase de terminacdo, o fibrinogénio

associado ao FXIIIa se polimeriza e forma a rede de fibrina responsavel por estancar o
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codgulo. Apés a formagdo da rede de fibrina, € necessdrio que o processo de coagulacdo
cesse, pois, caso continue, o codgulo pode se espalhar pelos vasos e causar entupimento
(trombose). Para evitar isto, o organismo possui as proteinas anticoagulantes citadas
anteriormente, que atuam em determinadas proteinas do sistema de coagulacdo. A
proteina C, com seu cofator (proteina S), inativa o FVa e o FVIIla. A antitrombina III
tem a funcdo de inibir a trombina, o FIXa, o FXa e o FXIa. O TFPI (proteina secretada
pelo endotélio) é responsavel por inibir a via do fator tissular, atuando no complexo

fator tissular-FVIla.

Anteriormente, o processo de coagulacdo era denominado de cascata de
coagulacdo, a qual continha duas vias: a intrinseca e a extrinseca. Contudo, a teoria mais
atual propde que estas duas vias ocorrem concomitantemente, ou seja, em um Unico
processo. Portanto, nos dias atuais, ndo sdo mais usuais os termos cascata, via intrinseca
e via extrinseca (RIDDEL et al., 2007). A Figura 2.5 mostra um esquema resumido do

processo de coagulagdo sangiiinea, destacando a participagdo do fator IX.

O NICIACAO

[ PROPAGAGAO

Lesao O TERMINAGCAC
wvascul
Fator teciflual XIa
VIIa .
&""
V]IIa XIa

Y an N
‘I X

d
II Trombina
& o
Fibrinogenio Fibrina
NIIIa

Figura 2.5. Esquema simplificado do sistema de coagulacdo sangiiinea destacando as quatro
fases descritas no texto, ocorrendo concomitantemente. E possivel observar que o fator IX é
ativado tanto na fase de iniciagdo quanto na de propagacdo (adaptada de FRANCO, 2001).
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2.4.2. Estrutura do fator IX

O fator IX humano é produzido por células do figado, denominadas de
hepatdcitos. Ele € produzido como um pré-pré-peptideo (KURACHI & DAVIE, 1982).
O peptidio sinal ou pré-lider € composto por 28 aminodcidos, iniciando com uma
metionina e terminando com uma citosina. O pré-peptideo ou pré-lider possui 18
aminodcidos, iniciando com treonina e terminando com arginina. Os dois peptideos sao
eliminados durante o processo de secrecao realizado pela célula. O fator IX maduro, ou
seja, sem o peptideo sinal e sem o pro-peptideo, possui 415 aminoécidos, sendo iniciado
por tirosina e finalizado por treonina. A molécula do fator IX é composta por 4
dominios. O primeiro, contendo aproximadamente 40 aminodcidos, € o dominio Gla,
pois possui 12 residuos de acido glutamico y-carboxilados. Ha, também, dois dominios
EGF (sigla em inglés de fator de crescimento epidérmico), tendo cada um por volta de
20 aminodcidos. Estes 3 dominios formam a cadeia denominada leve. O dltimo e maior
dominio € o catalitico, possuindo 235 aminodcidos. O dominio catalitico forma a cadeia
pesada. Na proteina, também € encontrado um peptideo de ativacdo, com 35
aminodcidos, que ao ser retirado transforma o fator IX (FIX) em fator IX ativo (FIXa),
no qual a cadeia leve e a cadeia pesada permanecem unidas através de uma ponte

dissulfeto. Isto ocorre durante o processo de coagulacdo sanguinea (KURACHI et al.,

1993). A Figura 2.6 mostra a estrutura primaria do fator IX.
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Figura 2.6. Sequéncia de aminodcidos e estrutura dos dominios do pré-pré-fator IX humano. A
estrutura do fator IX madura inicia com uma Tyr (Y), indicado pelo nimero 1. O fator IX possui
um dominio GLA (em vermelho), onde sdo encontrados 12 residuos de acidos glutimicos -
carboxilados (Gla), destacados em amarelo dentro das imediacdes do dominio. Em seguida,
estdo os dominios EGF-1 (em verde) e EGF-2 (em roxo). A sequéncia posterior aos dominios
EGF possui uma ponte de dissulfeto entre residuos de cisteina (todas as pontes de dissulfeto
presentes na estrutura estdo destacadas em preto), que une toda a cadeia leve ao dominio serina
protease (em azul), apds a clivagem do peptideo de ativacdo (em cinza) durante o processo de
coagulagdo. Os aminodcidos em amarelo correspondem aos locais onde ocorrem as
modifica¢des pds-tradugdo do fator IX (CHO - glicosilagdo, B-OH — B-hidroxilacdo, SO; —
sulfatacdo, PO; — fosforilacdo e A/T — sitio de Ala ou Thr, correspondente a um polimorfismo
alélico). A figura ainda mostra o peptideo sinal (em laranja) e o pré-peptideo (em rosa), os quais
sdo clivados por proteases antes do fator IX ser secretado (Baseado em KURACHI et al., 1993;
BOND et al., 1998).

2.4.3. Estrutura do gene do fator IX

Em 1982, Choo construiu, pela primeira vez, um clone com o gene do fator IX
humano (CHOO er al., 1982). No mesmo ano, Kurachi e Davie isolaram e
caracterizaram o cDNA do fator IX humano (KURACHI & DAVIE, 1982). A sequéncia

completa do gene foi determinada por Yoshitake , em 1985 (YOSHITAKE et al., 1985).
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O gene do fator IX estd localizado no locus q27 do cromossomo X (PURRELLO
et al., 1985) e é constituido de 34 kb, contendo 8 éxons, conforme mostrado na Figura
2.7. Locus significa lugar em latim, o p significa petit em francés e indica que o gene

[IP2)

encontra-se no braco curto do cromossomo. O “q” representa o braco longo do
cromossomo. Por fim, o nimero apds a letra “q” representa o local da banda no brago
do cromossomo, sendo que estas bandas podem ser vistas ao microscépio quando o

gene estd devidamente corado. A banda de nimero 1 € a mais pr6xima ao centromero

(GRIFFITHS et al., 2001).

ApO6s o splicing (processo no qual os introns sdo retirados), o gene do fator IX
passa a conter 1,4 kb. Curiosamente, a organizacdo dos éxons e introns do gene do fator
IX € similar a vérias outras proteinas dependentes de vitamina K, como por exemplo:
fator X, fator VII, proteina C, proteina S e protrombina. Todas possuem 8 éxons
homdlogos ao gene do fator IX, exceto a proteina S e a protrombina, que possuem
apenas os trés primeiros éxons que sdo responsaveis por codificar o peptideo sinal, o
pré-peptideo, o dominio Gla e uma curta sequéncia hidrofébica (KURACHI et al,
1993). As fases de splicing e o nimero de introns do dominio catalitico sdo idénticos
aos do fator X. Todas estas semelhangas fornecem suporte a teoria de que todas as
proteinas dependente de vitamina K presentes no plasma tiveram origem a partir de um

unico gene ancestral (LEYTUS et al., 1986).

O primeiro éxon do gene do fator IX € responsdvel por codificar o peptideo
sinal. O pr6-peptideo, com exce¢ao do primeiro aminodcido, € codificado pelo segundo
éxon, assim como o dominio Gla, compondo uma unica unidade genética. O terceiro,
quarto e quinto éxons correspondem a estruturas uUnicas: a sequéncia hidrofébica, ao
dominio EGF-1 e ao dominio EGF-2, respectivamente. O sexto éxon codifica a
sequéncia de juncdo (responsavel por unir a cadeia leve ao dominio catalitico por uma
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ponte dissulfeto), o peptideo de ativagdo e o inicio do dominio catalitico. O sétimo e
oitavo éxons correspondem ao restante do dominio catalitico, como mostrado na Figura

2.7 (KURACHI et al, 1993).

Promotor ! I [\ v Vi v Vil
\
Gene: & 2
5'UT IuT
Proteina: NHa{s | P ! Gla v{ EGF | EGF [LI AP j Subunidade Catalitica }COOH
-46 +1 181 415

Figura 2.7. Organizacdo do gene do fator IX. O esquema mostra a relagdo entre os éxons
(barras solidas) e a formagdo da estrutura proteica correspondente. S, P, Gla, H, EGF, L, AP
representam, respectivamente, o peptideo sinal, o pré-peptideo, o dominio <y-carboxilado,
sequéncia hidrofébica, os dominios EGF, a sequéncia de juncdo e o peptideo de ativacdo. A
dltima estrutura é o dominio catalitico (adaptado de KURACHI et al., 1993).

2.4.4. As modificacoes pos-traducao e fungoes dos dominios do fator IX

A molécula do fator IX sofre varias modificacdes durante seu processamento e
estas modificacdes pés-traducao, assim como o correto enovelamento dos dominios, sdo
de extrema importancia para que a proteina exerca sua fungao corretamente (ARRUDA
et al., 2001). A primeira modificagdo € a clivagem do peptideo sinal que ocorre durante
a secrecdo da cadeia de aminodcidos primdria. O peptideo sinal € uma regido
hidrofébica que é requerida no transporte da cadeia polipeptidica nativa através do
reticulo endoplasmatico (JORGENSEN et al., 1987). O pré-peptideo € clivado durante
o processo de secrecdo por uma enzima denominada de PACE (Paired Basic Amino
acid Cleaving Enzyme), a qual é capaz de clivar peptideos apds um par de aminodcidos
basicos (Arg-Arg ou Lys-Arg). A enzima PACE foi a primeira da familia das serina-

proteases subtilisinas a ser descoberta, tendo originalmente sido denominada de furina
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(BARR, 1991; NAKAYAMA, 1997). Esta enzima também € sintetizada como uma pré-
proteina e sofre uma autoprotedlise para remover o seu proprio pro-peptideo, o que é
fundamental para exercer sua atividade. Foi descoberto que o pré-peptideo da PACE
possui papel importante no enovelamento da prépria PACE (REHEMTULLA et
al.,1992). No trabalho realizado por Bristol et al., a co-expressdao do gene do fator IX e
do gene da PACE em células CHO aumentou a quantidade de fator IX produzido sem o
pro-peptideo e a secre¢do de uma PACE mutante soldvel foi capaz de processar o fator
IX no meio condicionado (BRISTOL et al., 1993). Foi verificado, também, por Wasley
et al., que a atividade do fator IX aumentou em 3 vezes quando co-expresso com a

PACE em células CHO (WASLEY et al, 1993).

O dominio Gla possui papel essencial na atividade bioldgica do fator IX, pois
interage com o cdlcio e os fosfolipideos, auxiliando o fator IX na ligagdo com o tecido
endotelial (ASTERMARK er al, 1991). Neste dominio, ocorre a <y-carboxilacdo,
modificacdo que adiciona grupos carboxilicos (CO;) ao carbono Yy de 12 residuos de
acido glutamico. Esta modificacdo serd detalhada no item 2.5. Em uma comparagdo
realizada entre o dominio Gla do fator IX derivado do plasma e o do recombinante, foi
visto que, no fator IX recombinante produzido por células CHO, s6 havia 10 sitios de ¥-
carboxilacdo totalmente ocupados e 2 parcialmente ocupados, resultando em uma média
de 11.5 residuos Gla por molécula, o que ndo comprometia a atividade do fator IX
(BOND et al., 1995). Entretanto, o dominio Gla, individualmente, ndo exerce uma forte
afinidade com o célcio, o que sugere que o dominio EGF funciona como um alicerce
para o correto enovelamento do dominio Gla (ASTERMARK e al., 1991). Este
enovelamento também ¢é auxiliado pela ligacdo, de alta afinidade, do célcio com o
primeiro dominio EGF (SUNNERHAGEN et al., 1996). Pesquisas sugerem que o

dominio Gla tem efeito sobre a conformagdo do dominio catalitico serina-protease do
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fator IX (ASTERMARK et al., 1994). Portanto, a ligacdo do célcio ao dominio Gla

induz a conformacao global do fator IX.

Os dominios EGF possuem enovelamento préprio. Isto foi concluido apds a
observacdo de um enovelamento espontaneo tanto de dominios EGF sintéticos quanto
dos isolados do fator IX, do fator X e da proteina C (ASTERMARK et al., 1991). O
dominio EGF-1 do fator IX possui trés modificacdes pds-tradu¢do. Uma delas consiste
em uma f-hidroxila¢do no 4cido aspértico 64 (BOND et al, 1998). A hidroxilagdo no
fator IX humano € parcial, aproximadamente 30%, e ndo necessita de vitamina K para
ocorrer, diferentemente da <y-carboxilacdo. As outras modificacoes sdao duas O-
glicosilagdes: no aminodcido Ser-53, € ligado um tri-sacarideo Xilose-Xilose-Glicose,
no aminodcido Ser-61, é ligado um glicano do tipo NeuAc-Galactose-GlicoseNAc-
fucose (BOND et al, 1998). Os dominios EGF também possuem, juntos, 6 pontes
dissulfeto entre os residuos de cisteina presentes na estrutura, ilustradas na Figura 2.6
(BOND et al., 1998; SHAO et al., 2002). Na Figura 2.8, é possivel observar algumas
mutacdes no dominio EGF-1, que sdo responsdveis por causar hemofilia B em
determinado grupos de pessoas (STENFLO, 1991). Isto demonstra a importancia da
correta conformagdo dos dominios EGF na molécula do fator IX para que a mesma
adquira atividade bioldgica. Até hoje, existem pesquisas que estudam mutagdes do fator
IX em pacientes hemofilicos de varios locais do mundo (KWON et al., 2008;

MUKHERIEE et al., 2008).
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Figura 2.8. Esquema que ilustra diferentes possiveis mutagdes conhecidas no dominio EGF-1
do fator IX , que causam hemofilia B em determinados grupos de pessoas (STENFLO, 1991).

A regido onde estd localizado o peptideo de ativacdo, que no processo de
coagulacdo ¢ retirado, transformando o fator IX na molécula ativa (FIXa), contém o
maior nimero de modificagdes pos-traducdo, sdo elas: Sulfatacdo no aminoacido Tyr-
155; O-glicosilagdes nos aminodcidos Thr-159, Thr-169 e Thr-172; N-glicosilagdes nos
residuos de Asn-157 e Asn-167 (as N-glicosilacdes sdo completas e as O-glicosilagdes
sdo parciais); uma fosforilacdo no residuo Ser-158, que somente estd presente no fator
IX derivado do plasma; e o polimorfismo Ala/Thr. Os sitios de clivagem do peptideo de
ativacao estdo localizados nos residuos Arg-145 e Arg-180 (BOND et al., 1998). Todas

as modificagdes pds-traducdo podem ser visualizadas na Figura 2.6.

O dominio catalitico compde a cadeia pesada do fator IX e € o maior dominio da
molécula. Este dominio estd conectado com a cadeia leve por, apenas, uma ligacao
dissulfeto entre os residuos Cys-132 e Cys-239. Mutacgdes realizadas nestes residuos
sustentam a importancia dos mesmos (KURACHI et al., 1993). Estudos estruturais
determinaram que, apds a retirada do peptideo de ativagdo, a natureza eletrostdtica
dipolar do dominio catalitico € alterada, pois uma grande face hidrofébica foi retirada.
Isto, provavelmente, interfere na conformacgdo final do fator IXa, possibilitando ao

mesmo ligar-se ao fator VIIIa no sistema de coagulacdao (PERERA et al., 2001).
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2.5. A y-carboxilacao

A 7y-carboxilag@o € a mais extensa e mais importante alteracdo pds-tradugcdo que
ocorre na molécula do fator IX. Esta modificacio ocorre em todas as proteinas
conhecidas como dependentes de vitamina K (DVK), sendo que as que atuam na
coagulacdo sdo: os fatores IX, VII, e X, a protrombina, e as proteinas C, S e Z
(BERKNER, 2005; STAFFORD, 2005). No entanto, a ‘y-carboxilacio também foi
identificada em proteinas como a osteocalcina e a MGP (Matrix Gla protein), que atuam
na homeostase do cdlcio, evitando -calcificacdes indesejadas, por exemplo, a
(OLDENBURG, et al., 2008). A y-carboxilacdo, como ja foi dito, consiste na adi¢dao de
CO; ao carbono 7y dos residuos de dcido glutamico. A y-carboxilase, auxiliada por outras
enzimas (principalmente pela vitamina K ep6xido redutase, VKORCI) e pelo seu co-
fator (a vitamina K reduzida, KH;), é a responsdvel por esta modificacdo presente nas
proteinas DVK. A y-carboxilagdo €, até hoje, um tépico muito explorado (FURIE et al.,

1999; BERKNER, 2005 e 2008).

2.5.1. A enzima y-carboxilase

A enzima 7y-glutamil carboxilase ou y-carboxilase € uma proteina que integra a
membrana do reticulo endoplasmatico (RE) e o complexo de Golgi. O ¢cDNA da
carboxilase humana foi isolado e clonado em 1991 (WU et al., 1991). A cadeia
polipeptidica é composta por 758 residuos. Estudos da topologia da y-carboxilase
indicaram que o grupo amino terminal estd situado no citoplasma e o C-terminal no
Iimen do RE, respectivamente. A estrutura da enzima foi suposta como tendo 7 regides
hidrofébicas, sendo que 5 delas penetram através da membrana do reticulo
endoplasmatico (TIE et al., 2000). No entanto, algumas sequéncias hidrofébicas

poderiam formar diferentes tipos estruturais. Estas sequéncias correriam em paralelo a
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bicapa lipidica e apenas uma atravessaria a membrana lipidica (dominio monotdpico),
formando uma estreita interface entre a membrana e o ambiente aquoso. Desta maneira,
o dominio monotépico forma uma entrada que permite a movimentagdo do substrato
hidrofébico da bicamada de fosfolipideos para o sitio ativo da enzima, localizado no
Iimen do RE ou no citoplasma. As sequéncias hidrofébicas formam caminhos que
permitem o acesso da vitamina K da membrana para o sitio ativo do limen. A Figura
2.9 mostra as provdaveis topologias da y-carboxilase. Entretanto, estas estruturas ainda
ndo estdo totalmente claras, portanto sdo necessdarios mais estudos para desvendar a

topologia correta da y-carboxilase (BERKNER, 2005).

CITOPLASMA

LUMEN

B. LUMEN

Substrato Hidrofébico

CITOPLASMA

Figura 2.9. Possiveis topologias da y-carboxilase. A estrutura A propde 5 regides hidrofébicas
ancoradas na membrana do RE. Contudo, algumas sequéncias hidrofébicas podem ser
monotdpicas (B), com apenas um dominio atravessando a membrana do RE, o que permite a
movimenta¢do de substratos hidrofébicos ou co-fatores da membrana para o sitio ativo
(adaptado de BEKNER, 2005).

O tamanho do gene que codifica a y-carboxilase é de 13 kb, contendo 15 éxons.

O gene estd localizado no cromossomo humano 2 no locus pl2 (PRESNELL &

STAFFORD, 2002)..

Antes de iniciar o mecanismo da 7y-carboxilacdo, a proteina dependente de

vitamina K precisa unir-se a y-carboxilase. Isto ocorre através do sitio de interacdo com
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o pro-peptideo da proteina, uma regido com aproximadamente 18 aminoécidos presente
em todas as proteinas DVK. A sequéncia de aminodcidos do pré-peptideo ndo € igual
em todas as proteinas DVK, porém h4 muitas regides do pré-peptideo que sdao
homdlogas. Mutagdes no pro-peptideo do fator IX praticamente aboliram a 7y-
carboxilacdo do mesmo (JORGENSEN et al., 1987). Os pro-peptideos de diferentes
proteinas DVK possuem niveis de interagdo distintos com a <y-carboxilase. Foi
observado por Stanley et al., que os pro-peptideos com baixa afinidade pela ¥-
carboxilase em uma y-carboxilagdo da proteina VKD mais eficiente (STANLEY et al.,
1999). Pelo fato do pré-peptideo da protrombina possuir uma baixa afinidade pela Y-
carboxilase, foi realizada, por Blostein et al., a troca do pro-peptideo do fator IX pelo
pré-peptideo da protrombina através de manipulacdo genética, porém isto ndo aumentou
o nivel de y-carboxila¢do do fator IX produzido por células HEK 293 (BLOSTEIN et
al., 2008). O mesmo experimento havia sido realizado por Camire et al., com o fator X,
porém com sucesso, tendo-se observado um aumento de 30 para 85% na eficiéncia da y-

carboxilagdao (CAMIRE et al., 2000).

Existem duas propostas para a regido de integracao do pro-peptideo do fator IX
na molécula da y-carboxilase. A primeira seria no residuo amino-terminal 259 da Y-
carboxilase e a segunda no residuo C-terminal 438. Estas regides sdo consideravelmente

distantes na estrutura linear, porém estdo bem préximas na estrutura tridimensional, o

que causa esta diferenca na observacao (BANDYOPADHYAY, 2008).

Ao se ligar no sitio da y-carboxilase, o pré-peptideo causa mudancas alostéricas
que regulam a carboxilacdo. Esta modificacdo aumenta a afinidade da enzima pelo seu
substrato, que sdo os residuos de dcido glutdmico ou Glu (LIN et al.,2004). O substrato

ligado aumenta a afinidade da enzima pelo seu cofator, a vitamina K reduzida (KH,). A
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reacdo se inicia quando o sitio de lisina 218 da y-carboxilase, atuando como uma base
fraca, retira um préton da KH,. A retirada do préton permite que ocorra uma reagdo da
vitamina K reduzida desprotonada com o O,, formando uma base forte, intermedidria.
Esta base forte ao retirar um hidrogénio da posicao 'y do residuo de 4cido glutamico,
forma um carbanion no residuo de 4cido glutimico com um pK, entre 25-28,
aproximadamente. A formacdo deste carbanion estd vinculada com a histidina da
posicdo 160 da y-carboxilase, como comprovado por pesquisa recente (RISHAVY &
BERKNER, 2008). Apds isto, o carbanion ataca o CO, para gerar o residuo de acido
glutamico y-carboxilado. A Figura 2.10 ilustra a reacdo de y-carboxilacio (BERKNER,

2008).

Carhawlace Jp Ty TR
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Figura 2.10. Reacdo de y-carboxilag@o. A proteina DVK liga-se a y-carboxilase através do pro-
peptideo. Esta interacdo aumenta a afinidade da 7y-carboxilase pelo residuo de Glu. O efeito
alostérico destas interacOes aumenta a atragdo da enzima pelo seu co-fator (KH,). O cofator
reage com o sitio de Lys218, perdendo um préton. A reagdo do co-fator desprotonado com O,
forma um composto intermedidrio (base forte). A base forte retira o hidrogénio y do residuo
Glu, formando um carbanion. O carbanion ataca a molécula de CO, gerando o dcido glutdmico

Yy-carboxilado, que possui 2 cargas negativas para interagir com o Ca** (adaptado de BERKNER,
2005 e 2008).
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Na tentativa de aumentar a producdo do fator IX recombinante funcional, o
cDNA da y-carboxilase bovina foi isolado e transfectado em células CHO produtoras de
fator IX. Entretanto, a super expressdo da 7y-carboxilase bovina ndo aumentou a
atividade especifica do fator IX (REHEMTULLA et al., 1993). A y-carboxilase bovina
também foi superexpressa em células CHO co-transfectadas com os genes do fator IX e
da PACE, porém mesmo assim a atividade especifica do fator IX secretado nao
aumentou (REHEMTULLA et al., 1993). A co-expressdo do fator IX e da y-carboxilase
em células BHK (Baby hamster kidney), em um mesmo vetor, causou uma diminui¢ao
do fator IX secretado e ndo aumentou a y-carboxilagdo do fator IX (HALLGREN et al.,
2002). A explicacdo para isto seria o fato da alta atividade da y-carboxilase aumentar a
quantidade do complexo FIX-y-carboxilase no interior das células e, provavelmente, o
co-fator da y-carboxilase, a vitamina K reduzida, ser compartilhada entre os complexos
formados no interior das células, limitando a taxa de y-carboxilacdo e tornando-a mais

lenta, o que teria impedido a secrecdo do fator IX totalmente Yy-carboxilado

(HALLGREN et al., 2002).

2.5.2. O ciclo da vitamina K

A vitamina K foi descoberta apés uma série de experimentos realizados por
Henrik Dam com pintos. Foi observado que, ao expor os pintos a um alimento
submetido a uma extracdo com solvente apolar para remover os esterdis, estes animais
desenvolveram hemorragias subdurais e musculares, e o sangue extraidos dos pintos
apresentou coagulacdo lenta. Baseado nos experimentos, Dam concluiu que alguma
substancia apolar removida pela extracdo foi responsédvel pelas hemorragias, propondo
descobrir qual era esta substancia. Experimentos subseqiientes foram realizados com o
objetivo de descartar a possibilidade das hemorragias estarem sendo causadas por
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vitaminas ja conhecidas. Em 1935, Dam propods que o fator anti-hemorrigico era uma
nova vitamina, a qual ele denominou de vitamina K, pois o K era a primeira letra da
palavra coagulacdo em alemdo (Koagulation). Em 1939, o mesmo Henrik Dam e
colaboradores isolaram a vitamina K; do 6leo de alfafa. Na mesma época, a vitamina K,

foi extraida do 6leo de peixe (WALLIN et al., 2008).

As vitaminas K descobertas foram classificadas como: filoquinona (vitamina K,
2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona), produzida por plantas, € menaquinona (vitamina Ky 2-
metil-3-poli isoprenoide-1,4-naftoquinona), produzida por bactérias. Apds a sua
identificacdo, a biossintese de ambas tem sido estudada constantemente (OLDENBURG

et al., 2008).

A Figura 2.11 mostra a estrutura quimica das duas vitaminas K naturais
conhecidas (WALLIN et al., 2008). Existe também uma terceira forma, sintética,
denominada de menadiona, que possui apenas um hidrogénio na posicao 3 (TIE &

STAFFORD, 2008).

Filoquinona {vitamina K, )

Menaquinona (vitaminaK,)

Figura 2.11. Familia das vitaminas K lipossoliveis. A vitamina K, (filoquinona) é produzida
em plantas e possui uma cadeia longa de isoprenoides saturados. A vitamina K, (menaquinona)
€ produzida em bactérias e possui uma cadeia longa de isoprenoides insaturados (adaptado de
WALLIN et al., 2008).
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Ap6s o conhecimento da influéncia da vitamina K na coagulag¢do sangiiinea, os
estudos para desvendar o mecanismo de acdo da vitamina K nas proteinas da
coagulacdo foram intensificados. Em 1974, Stenflo e colaboradores identificaram os
acidos glutamicos y-carboxilados em moléculas de protrombina utilizando-se de varias
técnicas analiticas, como: RMN, espectrometria de massa, andlise de aminodcidos e
degradacdo de brometo cianogénico (STENFLO, 1974; STENFLO et al., 1974).
Contudo, antes disso, ja havia evidéncias sobre a atividade da enzima vitamina K-
epoxido redutase (VKOR) decorrentes de testes realizados com varfarina, uma
substancia capaz de bloquear a enzima epdxido redutase (BELL & MATSCHINER,
1970). Em 1972, foi levantada a hipétese que a conversdo da vitamina K em vitamina K
epoxido e retornando a forma de vitamina K produzia atividade procoagulante e era
inibida por varfarina. A partir deste momento, conceituava-se o termo ciclo da vitamina

K (BELL & MATSCHINER, 1972).

No ciclo da vitamina K, ocorre a participacdo de duas enzimas: a y-carboxilase e
a vitamina K epo6xi redutase. O ciclo funciona da seguinte forma: a enzima VKOR ¢
responsavel por sintetizar a vitamina K hidroquinona (KH;), que € usada como doadora
de elétrons para a concretizagcdo da insercao do CO, no carbono 7y dos residuos de 4cido
glutamico da proteina dependente de vitamina K (reacdo catalisada pela y-carboxilase).
Durante este processo, a vitamina K hidroquinona é oxidada para vitamina K epdxido
(KO), entdo o complexo enzimdtico vitamina K epéxido redutase atua, regenerando a
vitamina K hidroquinona em 2 etapas, passando pela forma quinina. A enzima NADPH-
vitamina K dependente redutase, formalmente conhecida como DT-diaforase, também
reduz a forma quinina da vitamina K na forma completamente reduzida (KH;), porém
nio é capaz de reduzir a vitamina K epoxido (KO), o que € realizado apenas pelo

complexo enzimitico VKOR (STAFFORD, 2005; GARCIA & REITSMA, 2008;
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OLDENBURG et al., 2006; OLDENBURG et al., 2008). A Figura 2.12 ilustra as etapas

do ciclo da vitamina K.

Vitamina K
Sm— G hidroquinona
| Acido Glutamico

4-Hidroxicumarina

SH SH NAD(P)*

Vitamina K-dependente
carboxilase

DT-diaforase

redutase ‘. e
Acido Carboxiglutamico

NAD(P)H
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& H epoxido
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Figura 2.12. Ciclo da vitamina K. Durante o ciclo a vitamina K, hidroquinona ¢ oxidada para a
forma epdxido para que os residuos de 4cido glutdmico sejam 7y-carboxilados. A vitamina K

7

epoxido é reduzida para a forma hidroquinona pela subunidade do complexo enzimético
VKORCI1 (vitamina K 2,3-epéxido redutase) em duas etapas. Em paralelo, a enzima DT-
diaforase, reduz a vitamina K, produzindo mais KH,. Ligacdes dissulfeto sao formadas, em uma
proteina denominada de PDI (protein disulfide isomerase), a medida que a VKORC1 reduz a
vitamina KO. A substincia 4-hidroxicumarina é uma inibidora da VKORCI1 (adaptado de
GARCIA & REITSMA, 2008).

2.5.3. A vitamina K 2,3-epéxido redutase (VKORC1)

A enzima VKOR, também designada de VKORCI1 por alguns autores pelo fato
de ser uma subunidade de um complexo enzimédtico, € uma proteina de 163 aminoécidos
com 18,2 kDa de massa (TIE et al., 2005). Experimentos de translocacdo (alteracdo
cromossOmica que implica em troca de material genético entre cromossomos nao
homdlogos) foram realizados para desvendar a topologia da VKORC]1 na membrana do
reticulo endoplasmético (TIE et al., 2005). Os experimentos sugeriram que o C-terminal
estd localizado no citoplasma e o N-terminal no limen do RE. A VKORCI1 € composta

por 3 dominios transmembranares em a-hélice, o primeiro iniciando no aminodcido 10 e
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terminando no 29, o segundo abrangendo do aminodcido 101 ao 123, e o terceiro do 127
ao 149, conforme mostrado na Figura 2.13 (TIE et al, 2005; OLDENBURG et al.,
2007). A estrutura ainda possui uma extensa regido entrelagada, com aproximadamente
69 aminodcidos, localizada no citoplasma entre o primeiro e o segundo dominio
transmembranar, que contém regides hidrofilicas e hidrofébicas e 2 cisteinas (Cys-43 e

Cys-51).

O sitio redox da VKORCI foi identificado apds serem realizadas duas mutagdes,
em que as cisteinas 132 e 135 foram substituidas por duas alaninas, cessando a atividade
da enzima, de modo que o sitio foi simbolizado como CXXC (WAJIH et al., 2005a). A
VKORC1 ¢ sensivel ao medicamento varfarina (WALLIN & SUSAN, 2004).
Experimentos mutagénicos evidenciaram que os aminodcidos Tyr-138, Thr-139 e Ala-

140 estariam envolvidos na ligacdo com a varfarina (OLDENBURG et al., 2007).
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Figura 2.13. Topologia proposta para a vitamina K epéxido redutase (VKORCI). O modelo
prediz trés a-hélices transmembranares. A parte amino terminal da enzima esta localizada no
Iimen do RE (~10 aminodcidos ou aa). Logo apds, encontram-se em sequéncia: a primeira o-
hélice (aa 11-30), uma grande sequéncia citoplasmadtica entrelacada de 69aa, a segunda a-hélice
(aa 101-120), uma pequena sequéncia de 7aa localizada no limen do RE, a terceira a-hélice (aa
128-147) e a parte carboxi terminal com 16aa. A figura mostra também os provaveis sitios de
ligacdo com a varfarina (aa 138-140, em laranja), o sitio redox CIVC ou CXXC (aa 132-135,
em verde), assim como os cinco aminodcidos da VKORCI] preservados em todas as espécies
onde a enzima € encontrada (aa Cys-43, Cys-51, Ser/Thr-57, Cys-132 e Cys-135, marcados em
azul). As mutagdes reportadas na literatura estdo indicadas em amarelo, assim como o
aminodcido que foi modificado (adaptado de OLDENBURG et al., 2007).
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Como ja foi dito, a fungdo da VKORCI € reduzir a vitamina K da forma ep6xido
para a forma hidroquinona, reciclando o co-fator da 7y-carboxilase. Esta reacdo é
realizada em duas etapas: transformacdo da vitamina KO para vitamina K e
transformac¢ao da vitamina K em vitamina KH,. O mecanismo proposto para a primeira
etapa da reag¢do foi modelado por Silverman, em 1981, apds experimentos in vitro.
Neste modelo, um sitio de ligacdo dissulfeto da VKORCI1 € reduzido por um composto
contendo um grupo tiol (DTT-ditiotreitol, substancia usada como agente redutor) para
ativar a enzima. A vitamina K epdxido liga-se ao sitio reduzido da VKORCI e o
oxigénio da forma epdéxido € protonado (composto 1 da Figura 2.14) por um residuo
acido préximo. Um grupamento sulfidril formado no sitio ativo ataca o carbono da
posicado 2 da vitamina KO, formando um aduto B-hidréxi sulfeto (composto 2 da Figura
2.14). A protonagao do grupo B-hidroxil gera um grupo de saida acarretando em uma
eliminacdo redutiva (composto 3 da Figura 2.14) a qual é promovida por outro grupo
sulfidril. Por fim, a vitamina KO ¢é reduzida para vitamina K e as citosinas sao oxidadas,
formando uma ligacdo dissulfeto, conforme ilustrado na Figura 2.14 (TIE &

STAFFORD, 2008).

VKOR oxidada VKOR reduzida

unn[\mnnn‘-mmu[vn. e ~M\.‘uuquvuquuu.
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HS: %S X

o]
R
o
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Figura 2.14. Proposta mecanistica para a primeira etapa da rea¢do de reducdo da vitamina KO
catalisada pela VKORCT1 (adaptado de TIE & STAFFORD, 2008).
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Alguns trabalhos sugeriram que uma tioredoxina € utilizada endogenamente pela
célula para reduzir a VKORCI, atuando tanto na conversdo da vitamina KO para
vitamina K quanto na conversdo da vitamina K para vitamina KH,, porém esta hip6tese
nao foi comprovada (TIE & STAFFORD, 2008). Pesquisas descobriram que a proteina
dissulfeto isomerase (PDI - protein disulfide isomerase), uma tiorredoxina-
oxidorredutase indireta e chaperona (proteina que auxilia no enovelamento de outras
proteinas) presente em alta concentracdo no reticulo endoplasmético, também atua no
processo de y-carboxilagao (WALLIN et al., 2002). O principal mecanismo de atuac¢io
da PDI € catalisar a oxidacdo de ditidis em novas proteinas que sdo sintetizadas no
reticulo endoplasmadtico, ajudando, desta forma, no enovelamento da nova proteina.
Conseqiientemente, o sitio redox CGHC da PDI passa da forma oxidada (S-S) para a
forma reduzida (SH---SH). A enzima reticulo endoplasmatico oxidase 1 (EROI-
Endoplasmatic reticulum oxidase 1) atua reoxidando a PDI para que a fun¢do de ajudar
no enovelamento continue, sendo que este processo forma peréxido de hidrogénio
(H,0,). No entanto, pesquisas atuais sugerem que algumas isomerases (PDI) formam
complexos com a VKORCI1 (PDI-VKORCI1), sendo este complexo responsavel por
reduzir a vitamina K 2,3-epéxido. Ou seja, o centro redox CGHC (sequéncia de
aminodcidos que representa o centro redox da proteina) da PDI doa elétrons para o
centro CXXC da VKORCI para reduzir a vitamina KO. Portanto, a PDI perde elétrons,
formando uma ponte dissulfeto no centro redox. Esta evidéncia surgiu em um
experimento que isolou o complexo PDI-VKORCI1 com auxilio de um anticorpo de
cabra, o anti-c-myc (WAJIH et al., 2007). A Figura 2.15 mostra uma proposta
mecanistica mais atual e mais detalhada para a y-carboxilacio, destacando a atuacdo da

PDI (WALLIN et al., 2008). Inimeras pesquisas foram realizadas na intencdo de
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desvendar o mecanismo enddgeno para conversdo de KO para K e de K para KH;, ou
seja, quais enzimas realmente atuam nestas reagdes, porém nenhuma proposta foi
totalmente comprovada. O redutante fisiolégico natural da VKORCI1 ainda ndo é

conhecido (TIE & STAFFORD, 2008).
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PDI-VKORC1

J-carboxilase

%&a"

H2

VitK, et [ -ﬁ,n — COOH
R it / |

Calumenina

Figura 2.14. Proposta mecanistica da atuacdo da PDI na regeneracdo da vitamina K reduzida
(Vitamina K;H,). Os centros redox CGHC (S-S) na PDI sdo reduzidos (SH---SH) quando a PDI
catalisa a oxidagdo de ditidis em novas proteinas sintetizadas no reticulo endoplasmaético (RE),
auxiliando no enovelamento destas proteinas nativas. A PDI € reoxidada pela enzima EROI,
formando H,0,, para que a opera¢do de enovelamento oxidativo continue. A nova proposta de
atuacdo da PDI sugere que parte das isomerases (PDI) formam estiveis complexos com a
VKORCI e estes complexos seriam responsdveis pela reducdo da vitamina K 2,3-epdxido
(vitamina KO), formando a vitamina K reduzida (vitamina KH,), que atua como co-fator para a
v-carboxilagdo das proteinas dependentes de vitamina K. A proteina calumenina é mostrada
como um inibidor da y-carboxilase e um potencial inibidor da VKORC1 (adaptado de WAJIH et
al., 2007 e WALLIN et al., 2008).

A VKORCI foi superexpressa pela primeira vez em células BHK com objetivo

de observar a atividade da enzima em comparagdo com a mesma produzida
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endogenamente e em comparagdo com células BHK transfectadas com o cDNA da
enzima y-carboxilase. No mesmo trabalho, também foi construido um vetor contendo os
cDNAs da VKORCI1 e da 7y-carboxilase. Os resultados mostraram um aumento na
atividade de incorporacdo de CO, em um substrato da y-carboxilase nas células BHK
transfectadas com o cDNA da VKORCI e da VKORCI+ 7y-carboxilase, porém esta
atividade ndo sofreu acréscimo em células transfectadas somente com o cDNA da -
carboxilase (WAJIH et al., 2005b). Com base nos dados obtidos por Wajih et al.,
ocorreu a proposta de que a VKORCI seria o fator limitante da y-carboxilacdo. Como o
fator IX € uma proteina com fins terapéuticos e a producdo da sua forma funcional é
limitada pelo fato da célula ndo efetuar a y-carboxilacdo com efici€ncia, os autores co-
transfectaram os cDNAs da VKORCI, da <y-carboxilase e da VKORCI1+y-carboxilase
em células BHK produtoras de fator IX recombinante. Os resultados obtidos mostraram
um aumento de 3 vezes na producdo do fator IX funcional em relacido as células BHK
produtoras de fator IX ndo transfectadas com o gene da VKORCI1. Também foi
observado que a y-carboxilase enddgena ja tem uma alta atividade, pois a co-transfec¢io
da mesma ndo acarretou em aumento do fator IX funcional secretado (WAIJIH et al.,
2005b). Por outro lado, o efeito da VKORCI ¢é limitado in vivo, pois o aumento da
producdo do fator IX funcional foi pequeno comparado com a quantidade da enzima
VKORCI1 superexpressa. A explicacdo para isto consiste na possibilidade da super
expressdo da VKORCI1 estar saturando outro componente da y-carboxilagdo, como a

proteina redox que regenera o sitio ativo da VKORC1 (HALLGREN et al., 2006).

Estudos identificaram que a chaperona calumenina, membro da familia de
proteinas que se ligam ao Ca®* denominadas de CREC (Cab-45, reticulocalbina, ERK-

45 e calumenina), presente no reticulo endoplasmatico, inibe a <y-carboxilacdo
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endogenamente (WALLIN et al, 2001; 2004; WAIJIH et al., 2004). Células BHK
transfectadas com os genes da VKORCI e do fator IX recombinante (rFIX) tiveram o
gene da calumenina silenciado com o uso de silenciadores genéticos do tipo siRNA
(siRNA sdo fornecidos como um pool de siRNA de alvos especificos, contendo uma
mistura de oligonucleotideos, que tem a funcdo de efetuar o silenciamento da expressao
de genes de interesse especificos quando introduzidos nas células). Este silenciamento
provocou um aumento dristico da produtividade do fator IX funcional. Em relagcdo ao
controle as células transfectadas com o rFIX, rFIX+VKORC1 e
rFIX+VKORC1+siRNA ajumenina @2umentaram em 18%, 50% e 80% a producao do fator
IX funcional, respectivamente (WAJIH et al., 2006). Células produtoras de fatores 1X,
VII, e proteina C, co-expresando a VKORCI estdo sendo construidas com o gene da
calumenina silenciado por transfec¢des com shRNA na Carolina do Norte, EUA, com o
objetivo de aumentar a produtividade da forma funcional destas proteinas (WAJIH et

al., 2008; WALLIN et al., 2008).

Nenhum dos trabalhos da literatura que co-expressaram as enzimas VKORCI,
PACE e y-carboxilase, utilizou vetores bicistronicos. Portanto, ndo havia garantia de
que todas as células que expressavam o fator IX estariam expressando as enzimas em
questdo, pois como os genes ndao pertenciam ao mesmo RNA mensageiro ndo
necessariamente os dois seriam integrados ao genoma da célula. Além disso, cada gene
poderia ser integrado em regides diferentes do genoma, tendo niveis de expressdo
diferentes. No presente trabalho foram construidos vetores bicistronicos com o elemento
IRES defectivo, o que fornece um controle maior do nivel de expressdao do fator IX e
das enzimas VKORCI, fy-carboxilase e PACE. Portanto, a utilizacdo de vetores
bicistronicos pode proporcionar resultados diferentes dos reportados na literatura. A

utiliza¢do do sistema de integracao sitio-dirigida (FRT) também € uma inovagdo deste
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trabalho, ja que ndo h4 artigos na literatura que utilizaram o sistema FRT para expressar
o fator IX e as enzimas VKORCI, 7y-carboxilase e PACE. A comparacdo entre a

influéncia destas trés enzimas em células CHO ainda ndo foi reportado na literatura.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral desta dissertacdo foi construir vetores bicistronicos, utilizando
os vetores comerciais pIRES e pcDNAS5/FRT, contendo o gene do fator IX no primeiro
cistron e os genes das enzimas Y-carboxilase, VKORC1 e PACE no segundo, sendo os
genes intermediados pelo elemento IRES, para melhorar a produg¢do do fator IX

funcional em células CHO.
3.2. Objetivos especificos
Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

® Comparar a producgdo do fator IX total e funcional produzido pelas células CHO

transfectadas com os vetores bicistronicos construidos no vetor pIRES;

® Comparar a producgado do fator IX total e funcional produzido pelas células CHO
transfectadas com os vetores bicistronicos construidos no vetor pcDNAS/FRT, o

qual promove integracao sitio-dirigida;

® Comparar a eficiéncia do sistema de integracdo sitio dirigida (pcDNAS/FRT e
células CHO Flp-In ) em relagio 2 integracdo aleatéria dos genes do fator IX e

das enzimas y-carboxilase, VKORCI1 e PACE;

® Analisar a influéncia do elemento IRES, oriundo do vetor pIRES, na expressao

do genes do fator IX e das enzimas y-carboxilase, VKORC1 e PACE;

e Avaliar o aumento da expressdo das enzimas ‘y-carboxilase, VKORCI1 e PACE

em relacdo a expressao endogena das mesmas em células CHO.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Linhagens de células animais e cepas bacterianas

As células de mamiferos CHO Flp-In " utilizadas neste trabalho foram obtidas
da Invitrogen. As mesmas consistem em células da linhagem CHO (Chinese hamster
ovary cells ou células de ovério de hamster chinés) transfectadas com o plasmideo
pFRT/lacZeo?2, de modo a possuir o sitio de integracdo dirigida FRT em uma regido do

genoma de alta atividade transcripcional.

As bactérias utilizadas nas clonagens sdo da cepa Escherichia coli DHS5-a e

foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection).

4.2. Manutencao e propagacao das células

4.2.1. Células animais

As células CHO foram cultivadas aderidas em frasco T25 em uma mistura 1:1 de
meio DMEM e Ham’s F-12, ambos da empresa Cultilab, suplementado com 5% de soro
fetal bovino (Cultilab e Gibco). O volume de meio utilizado foi de 5 mL. As células
foram mantidas a uma temperatura de 37°C em estufa com atmosfera imida contendo
5% vIv de CO,. A propagacdo ou repique ocorreu quando as células estavam
confluentes, da seguinte forma: apds a retirada do meio com soro, as células foram
lavadas com meio isento de soro fetal bovino. Em seguida, adicionou-se 2 mL de
tripsina 0,05% (LGC) ao frasco T25, o qual foi incubado a 37°C por 2 min. Para que
todas as células desprendessem da garrafa, foi necessario golpear a superficie inferior da

garrafa. Por fim, foram adicionados 8 mL de meio com 5% de soro fetal bovino para
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inativar a tripsina. A transferéncia de uma pequena quantidade de meio contendo células
(ex: 300 pL) para um novo frasco T25, com meio DMEM/F-12 contendo 5% de soro

fetal bovino, € suficiente para efetuar o repique. O frasco antigo foi descartado.

4.2.2. Bactérias

As bactérias da cepa E. coli, apds transformacao, foram cultivadas a 37°C em
placas de Petri contendo meio Agar LB (Luria-Bertani com agarose) da empresa LGC
com 100 pg/mL do antibidtico ampicilina. A propagacdo das bactérias para extracao
plasmidial foi realizada em 5 mL de caldo LB (LGC), com a mesma concentracdo de

ampicilina do meio com agarose, a 37°C por 16 horas, sob agitacdo de 190 rpm.

4.3. Criopreservacao de células animais

A partir de um frasco T25 confluente, as populacdes de células CHO Flp-In"
transfectadas de forma estavel foram retiradas do fundo do frasco, com o uso de tripsina
0,05%, e propagadas conforme descrito anteriormente. Do frasco com as células
ressuspendidas, foi retirado uma aliquota para a determinagao da concentracio celular
utilizando-se camara de Neubauer. O ideal, para células aderentes, € congelar de 2 a 3 x
10° células por criotubo. O volume correspondente a esta quantidade de célula foi
retirado e centrifugado (1200 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente). O pellet
obtido foi ressuspendido em 1,8 mL de meio de congelamento (12,5% v/v de meio
DMEM/ Ham’s F-12, 7,5% v/v de dimetilsulf6xido — DMSO (Sigma), previamente
filtrado, e 80% v/v de soro fetal bovino), previamente resfriado a 4°C. A suspensao
celular foi transferida para um criotubo, que foi imediatamente inserido em um
recipiente de congelamento contendo isopropanol. O recipiente foi colocado a -80°C e
retirado apds 24 horas, quando foi transferido para o nitrogénio liquido (- 196°C). O
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isopropanol promove uma queda lenta na temperatura a que as células sdo submetidas,

evitando a formagao de cristais de gelo que poderiam danificar as células.

4.4. Descongelamento de células animais

As células CHO Flp-In" estavam estocadas em nitrogénio liquido (-196°C) e
foram descongeladas da seguinte forma: o criotubo contendo as células foi retirado do
tanque de nitrogénio liquido e colocado em um banho termostitico a 37°C por
aproximadamente 2 minutos. As células foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos
e ressuspendidas em meio de cultivo DMEM-F12 sem soro, com o objetivo de lavar as
células. Logo ap6s, as células foram centrifugadas, novamente com a mesma velocidade
e tempo, e ressuspendidas em meio DMEM-F12 com 5% de soro. Entdo, as células
foram transferidas para um frasco T25 e colocadas em uma estufa a 37°C e atmosfera

umida contendo 5% v/v de COa,.

4.5. Preparacao de bactérias competentes

As bactérias da cepa E. coli DH5-a foram preparadas quimicamente para receber
DNA ex6geno, pois ndo siao naturalmente transforméveis (PRIMROSE & TWYMAN,

2006).

Ap6s o crescimento em meio LB Agar, uma coldnia foi selecionada e propagada
em caldo LB, como descrito anteriormente. A partir desta propagacdo, foi feito um
in6culo em um novo caldo LB (dilui¢ao 1:1000), porém desta vez a densidade Optica foi
monitorada por espectrofotometria. Quando a cultura atingiu uma DOgponm de 0,3-0,5
(fase de crescimento exponencial da cultura bacteriana), as bactérias foram submetidas

ao tratamento quimico, que foi realizado por lavagens com MgCl, 100 mM e CaCl, 100
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mM. Apds o tratamento, as bactérias foi adicionado meio LB com 20% v/v de glicerol
para congelamento. As bactérias competentes podem ser armazenadas em freezer a -

80°C ou em nitrogénio liquido.

4.6. Criopreservacao de bactérias

Ap6s confirmado que uma determinada coldnia bacteriana transformada
efetivamente possui o vetor inserido, esta mesma foi propagada e, ao final do tempo
estipulado para crescimento, uma aliquota de 850 uL de suspensdo bacteriana foi
misturada a 150 uL de glicerol 50% v/v em um criotubo que pode ser armazenado em

freezer a -80°C ou em nitrogénio liquido.

4.7. PCR (Reacao em cadeia da DNA polimerase)

A reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR-polimerase chain reaction)
consiste em uma reag¢do na qual uma enzima denominada de DNA polimerase produz
vdarias cépias do gene de interesse a partir de oligonucleotideos iniciadores (primers)
que se anelam a uma pequena quantidade da molécula de DNA molde que se deseja
amplificar. Esta reacdo ocorre na presenca de magnésio, de um tampao especifico da
enzima DNA polimerase e de oligonucleotideos (ANTP). A reacdo de PCR € preparada
em microtubos de 0,2 mL. Os componentes sdo submetidos a ciclos de temperatura em
um termociclador. Os ciclos contém uma temperatura de desnaturacdo, geralmente
94°C, uma temperatura de anelamento e uma temperatura de extensdo. O nimero de
ciclos € de cerca de 30-35. Em todas as reagdes de PCR, € importante a realizacdo de
um controle positivo e um negativo. A revelacdo da reacdo de PCR sempre € feita por
eletroforese em gel de agarose com o uso de um corante de DNA, por exemplo, brometo
de etideo (BROWN, 2006).
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A amplificagdo por PCR pode ocorrer com uma DNA polimerase de alta
fidelidade, como, por exemplo, a pfx50, origindria da arqueia Thermococcus zilligii, e a
pfu, origindria da arquéia Pyrococcus furiosus (LUNDBERG et al., 1991). Esta e outras
enzimas de alta fidelidade sdo capazes de produzir cépias do gene com uma
probabilidade minima de erro (ARNHEIM & ERLICH, 1992; AREZI et al., 2003). No
entanto, quando a intenc@o € apenas identificar a presenca de um gene em um vetor,
pode-se usar uma enzima menos especifica e de menor custo, denominada de Taq

polimerase, origindria de Thermus aquaticus (KEOHAVONG & THILLY, 1989).

Todas as reagdes de PCR realizadas no trabalho foram efetuadas com a enzima
Taq DNA polimerase da LGC, exceto para amplificacdo do gene do fator IX, realizada
com a enzima pfX50 DNA polimerase (Invitrogen). As quantidades utilizadas de cada
componente da reagdo de PCR com a Taq DNA polimerase da LGC estdo descritas na

Tabela 4.1. A reacao de PCR para amplificacdo do fator IX serd descrita no item 4.10.3.

Tabela 4.1. Componentes e volumes adicionados nas reacdes de PCR efetuadas neste trabalho
com enzima Tag DNA polimerase da LGC.

Componentes Volume (pL)
agua ultrapura 19,85
dNTP (25 mM) 0,20
Tampao (10 X conc.) 2,50
Magnésio (50 mM) 0,75
primer fwr(25 pmol/pL) 0,25
primer rev (25pmol/uL) 0,25
Taq polimerase (5 U/uL) 0,20
DNA molde 1,00
Total 25,00
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A programacdo dos ciclos variou de acordo com a temperatura de anelamento
(Tm) dos iniciadores utilizados, as quais podem ser encontradas no anexo 1. A
programacdo completa do termociclador Veriti da Applied Biosystems constituiu de
uma incubacao inicial a 94°C por 5 min., 35 ciclos repetitivos (94°C por 45 seg, Tm (°C)

do iniciador por 45 seg, 72°C por 2 min) e uma incubacao final a 72°C por 5 min.

4.8. Eletroforese em gel de agarose de amostras de DNA

Para a preparacdo de um gel de agarose 1% (m/v), 1 g de agarose (Invitrogen)
foi dissolvido em microondas por 1 minuto em 100 mL de tampao TBE (dissolveu-se
54g de tris base e 27,5¢ de acido boérico em 800 mL de &4gua ultrapura, foram
adicionados 20 mL de EDTA 0,5 M, e completou-se o volume para 1 litro com 4dgua
ultrapura, o pH foi ajustado para 8,3). A soluc¢do foi colocada no molde e, quando

solidificado, o gel foi submerso em tampao TBE.

As amostras de DNA a serem analisadas e/ou purificadas foram misturadas com
uma solu¢do contendo azul de bromofenol (Sigma) 0,25% m/v e xileno cianol FF
(Sigma) 0,25% m/v em tampdo TBE (tampao de amostra 6x) e aplicadas em cada poco.
A separacgdo por eletroforese ocorreu a uma voltagem de 100-120V por 40 minutos. O
gel foi corado por imersao em solu¢do contendo brometo de etideo (0,5 ug/mL) durante

10 minutos e visualizado em um transiluminador UV.

4.9. Transformacao, selecao de colonias e extracao plasmidial

A transformacdo é o método para inserir um vetor em bactérias mais usado por
ser relativamente simples de proceder e ter uma eficiéncia alta (PRIMROSE &
TWYMAN, 2006). As transformagdes realizadas neste trabalho foram por transferéncia

plasmidial através de choque térmico conforme, o seguinte procedimento:
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- As células competentes da bactéria E. coli DH5a foram retiradas do nitrogé€nio

liquido e colocadas imediatamente no gelo;

- Ap6s o descongelamento das bactérias (150 pL de volume no criotubo), o vetor
resultante da ligacdo (sem nenhum tratamento) foi misturado com as bactérias. A
mistura foi realizada em um recipiente com gelo e homogeneizada suavemente, sem

pipetar;

- O microtubo (1,5 mL) contendo as bactérias e o DNA da ligacdo permaneceu no

gelo por 30 minutos;

- A mistura foi submetida a um choque térmico a 42 °C por 1 minuto em um banho

térmico e logo ap6s foi retornada ao gelo;
- A mistura foi adicionada meio de cultivo LB (950 uL);

- O microtubo contendo meio de cultivo e bactérias foi incubado por 1 hora a 37°C

sob agitacdo de 190 rpm em um agitador orbital;
- A suspensao foi centrifugada por 5 minutos a 4000 g;

- O sobrenadante foi retirado de maneira que restasse um pequeno volume no tubo

para que as bactérias fossem ressuspendidas (30 pL aproximadamente);

- As bactérias ressuspendidas foram adicionadas em uma placa contendo meio

sOlido Agar LB com ampicilina e espalhadas com uma al¢a de vidro flambada;
- A placa foi colocada em estufa a 37°C por 15 horas.

A selecdo das coldnias presentes na placa de meio foi realizada por PCR
utilizando as col6nias como DNA molde. Esta reacao de PCR funciona da mesma forma

que uma PCR comum. A tnica diferenca € que, em vez de adicionar o vetor purificado,
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adiciona-se a coldnia contida na placa de LB Agar e estria-se a mesma em outra placa
com meio s6lido (ambas com antibidtico), porém identificando as colonias. Se o

resultado da PCR for positivo, é porque o gene de interesse foi inserido com sucesso.

Ap6s a reacdo de PCR de colonia, uma das coldnias positivas foi inoculada em
meio LB caldo com ampicilina para propagacdo, conforme método descrito acima.
Ap0s isto, o vetor contendo o gene de interesse foi extraido e purificado com o kit Pure

Link™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen)

4.10. Etapas da construcao dos vetores de expressao em células animais

4.10.1. Insertos e vetores

Os insertos utilizados nas clonagens foram: o cDNA do fator IX, de 1,4 kb
(ATCC clonado no vetor pPCMVS5FIX) e os cDNAs das enzimas responsaveis pelas
modificagdes pds-traducdo do fator IX, a y-carboxilase, de 2,3 kb (ATCC clone 68666,
vetor pPCMV.hGC+), a VKORCI, de 0,589 kb (Invitrogen ID 3944530, vetor pOTB7) e
a PACE, de 2,4 kb (ATCC clone 79822, vetor pSVLfur), sendo que os trés cDNAs
encontravam-se clonados em vetores pBLUNT. As sequéncias de nucleotideos dos

genes estdo no Anexo 1.

Os vetores utilizados foram: pGEM-T Easy vector (vetor de clonagem de
produto de PCR da Promega), pIRES (vetor de expressdao em células animais contendo
o elemento IRES do virus EMC para expressdao bicistronica, da Clontech) e
pcDNAS5/FRT (vetor capaz de se integrar ao genoma das células CHO Flp-In" em uma

regido especifica, da Invitrogen). As Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 mostram os mapas dos
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vetores utilizados nas clonagens, pGEM-T Easy, pIRES
respectivamente.
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Figura 4.1. Mapa do vetor pPGEM-T Easy (Promega).
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Figura 4.2. Mapa do vetor pIRES (Clontech).
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Figura 4.3. Mapas do vetor pcDNAS/FRT (Invitrogen).

4.10.2. Montagem da estratégia de clonagem

Anteriormente a realizagdo dos experimentos, foi necessario planejar a estratégia
de clonagem. Para isto utilizou-se o programa NEBcutter (disponivel na internet através
do site http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). Este programa foi utilizado com o
intuito de verificar quais enzimas de restricdo podem ser usadas durante a clonagem,
uma vez que, o NEBcutter indica quais endonucleases de restri¢do clivam a sequéncia
de interesse. Enzimas ou endonucleases de restricdo sdo capazes de fragmentar
moléculas de DNA em determinadas sequéncias/sitios. Estas enzimas estdo presentes
em bactérias e tém a func¢do de proteger o organismo bacteriano de materiais genéticos
estranhos. O nome das enzimas tem origem no nome da espécie bacteriana onde ela é

7z N

encontrada e o nuimero € referente a ordem em que a enzima foi descoberta. Por
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exemplo, a endonuclease EcoRI foi a primeira enzima de restricdo descoberta da

espécie Escherichia coli RY 13.

Neste trabalho, as sequéncias de DNA usadas para a realizacdo das clonagens
(fator IX, y-carboxilase, VKORCI1 e PACE) foram submetidas a andlise no NEBcutter.
As enzimas de restri¢do selecionadas para a construcdo dos vetores bicistronicos e dos
vetores apenas com o fator IX, também levando em considerag@o os sitios de restri¢ao
existentes nos vetores utilizados, foram: Xhol, Ascl, Mlul, Xbal, Notl e Nhel. A Tabela

4.2 mostra as especificacdes das endonucleases utilizadas.

Tabela 4.2. Especificagdes das enzimas de restri¢ao utilizadas (NEW ENGLAND BIOLABS,
2009).

Enzima Tampﬁo* BSA™ Temp.

Ascl 4 Nao 37°C
Nhel 2 Sim 37°C
Xhol 2 Sim 37°C
Miul 3 Nao 37°C
Notl 3 Sim 37°C
Xbal 2 Sim 37°C

*
Composicao dos tampdes:

Tampao 2: 10 mM Tris—HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM ditiotreitol (pH 7.9)
Tampao 3: 50 mM Tris—HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, I mM ditiotreitol (pH 7.9)
Tampao 4: 20 mM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnésio, 50 mM acetato de potdssio, 1 mM ditiotreitol (pH 7.9)

**BSA: Necessdria a adi¢cdo de soroalbumina bovina (10 mg/mL)

4.10.3. Insercao do cDNA do fator IX no vetor de clonagem pGEM-T Easy vector

A sequéncia do fator IX, clonada no vetor fornecido pela ATCC (pCMVS5FIX),
foi amplificada por PCR. Os iniciadores utilizados na amplificagcdo da sequéncia do
fator IX possuiam as enzimas de restricdo Xhol, no iniciador forward (ou senso, ou

direto) e Ascl, no iniciador reverse (ou antisenso, ou reverso. A reacdo de PCR para
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amplificacdo do cDNA do fator IX estd descrita na Tabela 4.3. A programacido do
termociclador utilizada nesta reacdo foi: Incubacdo inicial a 94 °C por 2 min, 35 ciclos
repetitivos (94 °C por 15 s, 54 °C por 30 s e 68 °C por 1 min e 30 s) e uma incubagdo
final a 68 °C por 5 min. A banda resultante da PCR foi retirada do gel de eletroforese e
purificada com o Kit de purificagdo da GE (GFX PCR DNA and gel band purification).
Ap6s a purificacdo do produto de PCR, foi necessaria a adicdo de uma adenina as
extremidades do fragmento, para que o mesmo fosse ligado ao vetor de clonagem
pGEM-T Easy. Para adicionar a adenina foram misturados 21,35 pL. de DNA do fator
IX purificado, 0,2 pL de dNTP, 0,2 uL da enzima Tag DNA polimerase da LGC
(enzima que ndo € de alta fidelidade), 2,5 pL. do tampao da polimerase e 0,75 puL de

magnésio. A mistura foi colocada a 72 °C por um periodo de 15 min.

Tabela 4.3. Composi¢do da reagdo de PCR para a amplificagdo do gene do fator IX.

Componentes Volume (pL)
Agua ultrapura 41,7
dNTP (25 mM) 0,4
Tampao pol. (10x conc.) 5,0
Magnésio (50 mM) 1,5
primer FIX-fwr (25 pmol/uL) 0,5
primer FIX-rev (25 pmol/uL) 0,5
pfx50 (5 U/uL) 0,4
Total 50,0

Apo6s a adi¢do de uma adenina em cada extremidade, o cDNA do fator IX foi
inserido no vetor pGEM-T Easy através de uma reacdo de ligacdo a 4 °C por 16 horas.
Os componentes da reagcdo de ligacdo foram: 3,5 uL do inserto (cDNA do fator IX com
uma adenina acrescentada), 0,5 uL. do vetor pPGEM-T Easy vector da Promega, 1 uL da

enzima ligase (T4 DNA ligase, Promega) e 5 uL do tampao da ligase.
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Efetuada a ligacdo, os 10 uL de solucdo de DNA da reacdo de ligacdo foram
usados na transformagdo de bactérias competentes e as colOnias positivas foram
selecionadas por PCR de colonia. Os iniciadores da reacdo de PCR de colonia para o
gene do fator IX inserido no pGEM-T Easy foram: FIX-fwr e Sp6. A programacdo de
temperatura foi: 94 °C por 2 min, 30X (94 °C por 15 s, 50 °C por 30 s e 72 °C por 1 min

e 30 s). Por fim, o plasmideo foi extraido e purificado.

Para confirmar a presenga do fator IX no pGEM-T Easy foi realizado, com o
vetor purificado, uma dupla digestdo com as enzimas Xhol e Ascl e uma reacdao de PCR
com os primers FIX-fwr e FIX-rev. Os componentes das reacdes de digestdo estdo

descritos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Componentes da reag@o de digestdo para a confirmacdo do fator IX no vetor
pGEM-T Easy (a reagdo ocorreu a 37 °C por 2 horas).

Componentes da mistura reacional Volume (pL)
Vetor purificado pGEM-T Easy+FIX 7
Tampdo NEB 4 2
Xhol (20000 U/mL) 1
Ascl (3000 U/mL) 1
BSA NEB (0,1 mg/mL) 2
Agua ultrapura 7
Total 20

4.10.4. Clonagem do cDNA do fator IX no vetor de expressao pIRES

Para efetuar a clonagem do fator IX no vetor pIRES foram realizadas duas
digestdes: o vetor pGEM-T Easy contendo o cDNA do fator IX foi digerido com as
enzimas Xhol e Ascl, como descrito na Tabela 4.4, e o vetor pIRES, previamente
purificado com o kit de miniprep da empresa Invitrogen, foi digerido com as enzimas
Xhol e Mlul, como descrito na Tabela 4.5. A ligacao de fragmentos digeridos com Xhol
e Ascl (cDNA do fator IX) com o vetores digeridos com Xhol e Mlul € possivel, pois o

sitio de restri¢do da enzima Ascl é compativel com o sitio da enzima Mlul. Contudo,
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apos a ligacdo € gerada uma nova sequéncia, ndo sendo possivel uma nova digestdo com

nenhuma das duas enzimas (NEW ENGLAND BIOLABS, 2009).

Apo6s as digestdes dos vetores pGEM-T Easy+FIX e pIRES, foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose para separar as bandas digeridas. As bandas do
fragmento correspondente ao cDNA do fator IX e do vetor pIRES linearizado foram
retiradas do gel e purificadas com o Kit GFX PCR DNA and gel band purification (GE).
Ap0s isto, foi realizada a ligacdo do inserto (cDNA do fator IX digerido com Xhol e
Ascl) com o vetor pIRES digerido com Xhol e Mlul. Estas enzimas foram escolhidas de
forma a inserir o cDNA no primeiro cistron (no MCSA, conforme Figura 4.2). Esta
ligacdo e todas aquelas dos itens a seguir, diferentemente da ligacio no pGEM-T Easy,
foram realizadas a 16°C por 16 horas, sendo os componentes: 7 uLL do inserto, 1 uL. do

vetor linearizado, 1 uL da enzima T4 DNA ligase (NEB) e 1 uL. do tampao da ligase.

Tabela 4.5. Digestao do pIRES com Xhol e Mlul.

Componentes da mistura Volume
reacional (pL)
Vetor pIRES purificado 10
Tampado NEB 3 2
Xhol (20000 U/mL) 1
Mlul (10000 U/mL) 1
BSA NEB (0,1 mg/mL) 2
Agua ultrapura 4
Total 20

O produto resultante de ligacdo do cDNA do fator IX com o vetor pIRES foi
usado na transformacgdo de bactérias, que foram selecionada por PCR de col6nia com os
iniciadores universais T3 e T7. O vetor de uma das col6nias positivas foi extraido e

purificado. Para confirmar a presenca do cDNA do fator IX no pIRES, o vetor
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purificado foi submetido a uma reacdo de PCR com as combinac¢des de iniciadores

T7/T3 e T7/FIX-rev.

4.10.5. Clonagem dos cDNAs da y-carboxilase, VKORC1 e PACE no vetor pIRES
contendo gene do fator IX

O cDNA das enzimas y-carboxilase, VKORC1 e PACE foram inseridos no vetor
pIRES contendo o cDNA do fator IX na posi¢ado MSCB (Figura 4.2). As sequéncias das
enzimas estavam clonadas no vetor de clonagem pBLUNT, com sitios das enzimas de
restricdo Xbal e Notl nas extremidades das trés sequéncias. Portanto, foram realizadas
trés digestdes com Xbal e Notl para retirar os cDNAs das enzimas do pBLUNT e uma
digestdo do vetor pIRES + fator IX com Xbal e Notl. Os volumes utilizados para cada
componente estdo descritos na Tabela 4.6. As digestdes foram realizadas a uma
temperatura de 37 °C por 2 horas, tendo aproximadamente 3000 ng de DNA, no
minimo, em cada reacdo. As concentracdes dos vetores, medidas por absorbancia, eram:
pBLUNT+ 7y-carb: 295,3 ng/uL; pBLUNT+VKORCI: 403 ng/uL; pBLUNT+PACE:

375 ng/uL, e FIX+pIRES: 674 ng/uL.

Tabela 4.6. Volumes adicionados nas reagdes de digestdo para clonagem das enzimas no vetor

Fator IX+pIRES.
Componentes da Volumes (uL)
mistura reacional pPBLUNT + y-carb  pBLUNT+ VKORC1 pBLUNT+PACE FIX+pIRES
Vetores purificados 10 7,4 8 8

Tampdo NEB 3 2 2 2 2
Xbal (20000 U/mL) 1 1 1 1
Notl (10000 U/mL) 1 1 1 1
BSA (0,1 mg/mL) 2 2 2 2
agua ultrapura 4 6,6 6 6
Total 20 20 20 20

Em seguida, os insertos (cDNA da y-carboxilase, VKORC1 e PACE) e o vetor

pIRES+fator IX digeridos com Xbal e Notl foram purificados do gel de agarose com o

60



Kit GFX PCR DNA and gel band purification (GE). As ligagdes foram realizadas com
volumes de 1 pL do vetor, 1 uL da enzima T4 DNA ligase (Promega), 1 uL do tampao
da ligase e 7 uL de inserto. O produto de ligacdo foi usado na transformagdo em
bactérias e as coldnias foram selecionadas por PCR de coldnia com a utilizagdo das
seguintes combinacdes de iniciadores: para o vetor pIRES+FIX+VKORCI,
T3/VKORCI1-fwr; para o vetor pIRES+FIX+Yy-carb, T3/y-carb-fwr; para o vetor
pIRES+FIX+PACE, T3/PACE-fwr. Uma colonia positiva de cada construcdo foi
propagada em meio LB com ampicilina e, em seguida, os 3 vetores foram extraidos e

purificados.

Para confirmar a presenca do gene do fator IX e das enzimas (y-carboxilase,
VKORCI1 e PACE) no pIRES, foram realizadas reacdes de PCR com os seguintes
iniciadores: para o vetor pIRES+FIX+Yy-carb, carb-fwr/carb-rev, T3/carb-fwr, T7/FIX-
rev e FIX-fwr/FIX-rev; para o vetor pIRES+FIX+PACE, T3/PACE-fwr e T7/FIX-rev;
para o vetor pIRES+FIX+VKORCI, T3/T7, FIX-fwr/VKORCI-rev. A reacdo de PCR
com os iniciadores T3/T7 foi utilizada somente para o vetor com o fragmento menor de
2,7 kb (vetor pIRES+FIX+VKORCI), pois os fragmentos de 4,3 kb (vetor
pIRES+FIX+y-carb) e 4,4 kb (vetor pIRES+FIX+PACE) ultrapassavam a capacidade de

extensdo da enzima DNA polimerase.

4.10.6. Clonagem do cDNA do fator IX no vetor pcDNAS/FRT

Para efetuar a clonagem do cDNA do fator IX no vetor pcDNAS/FRT, vetor que
€ capaz de se integrar de forma direcionada em uma regido do genoma com alta
atividade transcripcional, foi necessario digerir o vetor pGEM-T Easy contendo o
cDNA do fator IX com a enzima de restri¢do Notl, pois esta digestdo cliva o cDNA do

fator IX nas extremidades, ndo comprometendo a integridade do cDNA, obtendo-se
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uma banda ~1,6 kb, pois os sitios da enzima de restricdo Notl estd 100 pb a jusante e
100 pb a montante das extremidades do cDNA do fator IX, que possui 1,4 kb. O vetor
pcDNAS/FRT foi também digerido com a enzima de restricdo Notl. As digestdes estdo
descritas na Tabela 4.7. Na clonagem utilizando apenas um sitio de restri¢do, pode
ocorrer religamento do vetor e o inserto pode ser ligado no sentido contrario de leitura
da sequéncia, ou seja, o cédon de iniciacdo (ATG) estard no final do gene, portanto
nenhuma proteina serd expressa. Neste caso, a probabilidade de se obter coldnias

positivas é menor.

Tabela 4.7. Digestdes para clonagem do gene do fator IX no pcDNAS/FRT.

Volumes (pL)

Componentes da

mistura reacional FIX+pGEM-T pcDNAS5/FRT

Easy (384ng/uL) (301ng/uL)
Vetores purificados 7 10
Tampdo NEB 3 2 2
BSA NEB (0,1 mg/mL) 2 2
Notl (10000 U/mL) 1 1
agua ultrapura 8 5
Total 20 20

As bandas do gel de agarose contendo o cDNA do fator IX digerido com Notl
nas extremidades e o vetor pcDNAS/FRT linearizado a partir da digestdo com Notl
foram extraidas e purificadas com o Kit GFX PCR DNA and gel band purification (GE).
A ligacdo ocorreu da mesma forma que no item anterior (4.10.5), com 1uL de vetor e
7uLl de inserto. A ligacdo foi transformada em bactérias, que foram espalhadas em
placas contendo meio s6lido LB Agar com ampicilina. As colonias foram selecionadas
por PCR de colonia realizado com os iniciadores T7/FIX-rev. Uma das coldnias
positivas foi propagada em caldo LB com ampicilina. Em seguida, o vetor
pcDNAS/FRT contendo o cDNA do fator IX foi extraido e purificado com o kit Pure
Link™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen).
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Para confirmar a presenga do cDNA do fator IX no pcDNAS/FRT, foi realizada
uma reacdao de PCR com os iniciadores T7/BGHr e T7/FIX-rev. Esta tltima combinagdo

de iniciadores, se positiva, prova que a sequéncia do fator IX estd na posi¢ao correta.

4.10.7. Clonagem das sequéncias do fator IX+IRES+enzimas (y-carboxilase e
VKORC1) no pcDNAS/FRT

Para clonar as trés sequéncias (fator IX+IRES+y-carboxilase ou fator
IX+IRES+VKORCI) simultaneamente no vetor pcDNAS/FRT, foi necessério realizar
digestdes com as enzimas de restricdo Nhel e Notl. O vetor pIRES contendo as
sequéncias do fator IX+IRES+VKORCI1 e o vetor pIRES contendo as sequéncias do
fator IX+IRES+y-carboxilase, assim como o vetor pcDNAS/FRT, foram digeridos com

as endonucleases Nhel e Notl (Tabela 4.8).

Tabela 4.8. Digestoes para clonagem do fator IX+IRES+enzimas no pcDNAS/FRT.

Volumes (uL)

Componentes da
mistura reacional  FIX+IRES+VKORC1/pIRES FIX+IRES+y-carb/pIRES pcDNAS5/FRT

(662 ng/pL) (259 ng/pL) (301 ng/pL)
Vetores purificados 7 11,5 10
Tampao NEB 2 2 2 2
BSA NEB (0,1 mg/mL) 2 2 2
Nhel (10000 U/mL) 1 1 1
Notl (10000 U/mL) 1 1 1
agua ultrapura 7 2,5 4
Total 20 20 20

As bandas correspondentes aos fragmentos fator IX+IRES+VKORCI1 e fator
IX+IRES+y-carboxilase, assim como a banda correspondente ao vetor pcDNAS/FRT
linearizado, foram extraidas do gel de eletroforese e purificadas com o Kit GFX PCR
DNA and gel band purification (GE). As ligacdes foram efetuadas da mesma forma que

as anteriores. ApOs transformacgdo em bactérias e selecdo com ampicilina, as colonias

63



foram selecionadas com os iniciadores VKORCI-fwr/VKORCI-rev, para o vetor
contendo os genes fator IX+IRES+VKORCI1/pcDNAS/FRT, e carb-fwr/carb-rev, para o
vetor contendo os genes fator IX+IRES+y-carboxilase/pcDNAS/FRT. Os vetores foram

extraidos e purificados com o kit Pure Link™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen).

Para confirmar a presenca dos genes inseridos no pcDNAS5/FRT, foram
realizadas reacdes de PCR com as combinacdes de iniciadores (os valores entre
parénteses correspondem aos tamanhos de bandas esperados): T7/FIX-rev (1,5 kb) e
carb-fwr/BGHr (2,4 kb), para o vetor fator IX+IRES+y-carboxilase/pcDNAS/FRT, e as
combinacdes de iniciadores T7/FIX-rev (1,5 kb) e VKORCI1-fwr/BGHr (0,6 kb), para o
vetor fator IX+IRES+VKORCI1/pcDNAS/FRT. A Figura 4.4 mostra um resumo da
estratégia de clonagem utilizada. O iniciador BGHr estd 100 pb a jusante dos
fragmentos inseridos no vetor pcDNAS/FRT, por isso os tamanhos de banda esperados

estdo maiores 100 pb.

A proposta inicial era clonar o cDNA da enzima PACE também no vetor
pcDNAS/FRT, para construir o vetor fatorIX+IRES+PACE/pcDNAS5/FRT. Contudo,
ndo foi possivel realizar esta etapa devido a baixa concentracdo obtida em todas as
extracdes do vetor fatorIX+IRES+PACE/pIRES. Apesar de ndo ter sido realizada, esta

etapa esté descrita no esquema mostrado na Figura 4.4.
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4.11. Quantificacao dos vetores

Todos os vetores construidos foram quantificados por espectrofotometria
utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop® ND-1000 (Termo Scientific), que permite

analisar amostras de 1 pL.
4.12. Sequenciamento dos vetores

O sequenciamento dos insertos clonados em todos os vetores construidos foi
realizado pela empresa Macrogen, localizada na Coréia. Os iniciadores utilizados nas

reacoes de sequenciamento de cada cDNA utilizado neste trabalho estdo no Anexo 1.

4.13. Transfecciio nas células CHO Flp-In"

As transfec¢Oes foram realizadas por lipofec¢do, que consiste em uma técnica na
qual o DNA a ser inserido na célula ¢ misturado com um reagente lipidico
(Lipofectamine 2000, Invitrogen), o qual aprisiona o DNA em micelas que, ao entrarem
em contato com a membrana celular, que também possui natureza lipidica, sdo capazes
de atravessar a mesma, transportando o DNA para o interior da célula e posteriormente
para o nucleo, onde serd integrado ao genoma (PRIMROSE & TWYMAN, 2006). As
lipofeccdes foram realizadas em placas de cultivo de 24 pocos. Os pocos foram
inoculados com 1 x 10’ células 24 horas antes da transfec¢io. Cada poco foi preenchido

com 500 pL de meio de cultivo DMEM-F12 com 5% de soro fetal bovino.
4.13.1. Transfec¢ao com os vetores construidos no pIRES

Para realizar as transfec¢cdes dos vetores construidos no pIRES (fator IX/pIRES,
fator IX+VKORCI1/pIRES, fator IX+y-carb/pIRES e fator IX+PACE/pIRES) em células

CHO, foram utilizados 0,4 pg de vetor e 0,4 uL de lipofctamina (relacao 1:1, massa de
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DNA por volume de lipofectamina) em cada transfeccdo. Para realizar uma transfecg¢do,
o volume de vetor necessério para se obter 0,4 pug de DNA foi misturado com meio de
cultivo sem soro de forma que o volume final fosse de 50 pL. Em um microtubo
(volume de 1,5 mL) separado, a quantidade necessdria de lipofectamina (0,4 puL) foi
diluida em 50 pL de meio sem soro misturando-se gentilmente. A mistura permaneceu
em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados os
50 uL de lipofectamina + meio sem soro aos 50 uL. de DNA + meio sem soro
misturando-se gentilmente, a mistura permaneceu em repouso a temperatura ambiente
por 20 minutos. Apds o tempo de incubacdo, os 100 uL da mistura contendo DNA +
lipofectamina + meio sem soro foram adicionados ao poco da placa de 24 pocos
contendo as células CHO. A placa foi incubada a 37°C em estufa com atmosfera imida
contendo 5% v/v de CO,, por 24 horas. Cada transfeccao foi feita em triplicata. Para
realizar a transfec¢@o controle foram adicionados em um poco da placa 100 pL de meio

sem soro apenas contendo lipofectamina.

Ap6s as 24 horas foi realizado um repique, soltando as células dos po¢os com o uso
de 200 uL de tripsina 0,05%. As células foram transferidas para frascos T25 com 5 mL
de meio DMEM-F12 contendo 5% de soro fetal bovino e 700 pg/mL do antibidtico
G418 (Geneticina da marca Sigma). O meio foi trocado de 5 em 5 dias até o controle
morrer completamente, quando entdo, as células foram consideradas estdveis. As células
foram mantidas com antibiético durante dois meses. Ressalta-se que, no presente
trabalho, nao foi realizada selecdo de clones. Portanto, todas as andlises foram
realizadas com populacdes de clones heterogéneos, denominadas de transfectomas, e
nao com populacdes de um unico clone altamente produtor de fator IX, denominadas de

populacdes clonais.
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4.13.2. Transfeccao com os vetores construidos no pcDNAS/FRT

Os vetores construidos no pcDNAS/FRT (fator IX/pcDNAS, fator
IX+IRES+VKORCI1/pcDNAS e fator IX+IRES+y-carb/pcDNAS) foram transfectados
em células CHO Flp-In" com o mesmo procedimento descrito para as transfec¢des com
o vetor pIRES. Contudo, foi necessario co-transfectar o vetor pOG44, responsavel por
expressar a recombinase, que atua na integracdo sitio-dirigida. Portanto foram
adicionados 0,2 ug de vetor pcDNAS/FRT e 1,8 pug de vetor pOG44 (relacdo 1 de
pcDNAS/FRT : 9 de pOG44). A relagdo de DNA e lipofectamina foi a mesma do item

4.13.1 (2 pg de DNA para 2 pL de lipofectamina para cada transfeccao).

Para selecionar as células transfectadas com o vetor pcDNAS/FRT foram
adicionados 700 pg/mL do antibidtico higromicina B da Sigma. O procedimento foi
idéntico ao realizado para as transfec¢des com o vetor pIRES, somente foi alterado o
antibidtico. A transfeccdo com o vetor de integracdo sitio-dirigida (pcDNAS/FRT) gera
transfectomas mais homogéneas do que a transfec¢do com o vetor de integracio
aleatéria (pIRES). Isto implica em grande probabilidade de obtencdo de uma maior

quantidade de clones altamente produtores em um transfectoma.
4.14. Técnicas analiticas

4.14.1. Determinacao da concentrac¢ao celular

A concentragdo de células vidveis foi determinada ao microscopio optico (Nikon
TS 100P) em camara de Neubauer utilizando o corante azul de trypan, o qual € capaz de
corar apenas células mortas, pois apenas quando danificada a membrana celular é

permedvel a este corante.
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Ap6s o repique das células aderentes com tripsina, uma aliquota de 1 mL de
suspensao celular foi retirada. Misturou-se 100 uL. de suspensao celular com 100 puL de
corante azul de trypan (dilui¢do 1:2), homogeneizando bem a mistura. Com uma
micropipeta, retirou-se 20 uL da mistura, adicionando-se a camara de Neubauer um
volume suficiente para preencher o espaco entre a lamina e a camara, encostando-se a
ponta da micropipeta na lamina. Com o uso de um microscopio Optico, as células
vidveis (ndo coradas pelo azul de tripan) presentes nos quatro quadrantes externos da
camara de Neubauer foram contadas. Foi feita uma média aritmética com a contagem
dos 4 quadrantes. O valor da contagem foi multiplicado pelo valor da dilui¢do (no caso
da diluicdo realizada neste trabalho, multiplicado por 2) e por 10* (considerando que
cada quadrante tem volume de 107 mL), obtendo-se a concentragcdo celular em células

por mL.
4.14.2. Analise de fator IX total produzido por imunoensaio do tipo ELISA

A determinagdo do fator IX total produzido pelas células foi realizada por um
imuno-ensaio do tipo ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) competitivo. A
quantificacdo foi realizada mediante a compara¢do das amostras com uma quantidade
conhecida de padrao. Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com a proteina padrao de
fator IX humano (HuFactorIX — ProSpec Tany Techno Gene). A sensibilizacdao
consistiu em adicionar 100 uL por poco de solucdo de fator IX padrao diluido em
tampao de sensibilizagdo (2,1 g de NaHCO; + 1,3 g de Na,CO; em 1 mL de dgua, pH
igual a 9,6), a concentracao de 250 ng/mL (25 ng/poco). Incubou-se por 1 hora a 37 °C
e, posteriormente, durante a noite a 4 °C. Em seguida, lavou-se por 6 vezes consecutivas
em PBS + TWEEN 20 0,05% e realizou-se o bloqueio dos sitios de ligagao inespecifica
com 200 uL de PBS (7,4) + BSA 1% por poco, por 1 hora a 37 °C. A curva padrao foi
feita por diluicdo seriada de 1:2, em duplicata. A faixa de concentracdo do padrao foi de
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12,5 pg/mL até 0,012 pg/mL. Nos pocos restantes, foram adicionados 50 pL das
amostras. Em seguida foram adicionados mais 50 uL do anticorpo primdrio (Sheep anti
factor IX - BIODESIGN) diluido 1:20000 em solu¢do diluente (5 mL de solucdo de
lavagem em 45 mL de solucdo de bloqueio). A placa foi incubada a 37 °C em camara
umida por 2 horas. Apds lavagem da placa, novamente por 6 vezes, foram adicionados
100 uL de anticorpo secunddrio (Anti-sheep 1gG-Sigma) diluido 1:15000 em solugdo
diluente. Apds 1 hora de incubagdo a 37 °C em cimara imida e nova lavagem, foram
adicionados 200 puL de soluc¢do de revelacdo (Na,CO3 50 mM + MgCl, 1 mM, pH igual
a 9,8, acrescida de p-nitrofenolfosfato 1 mg/mL), incubando-se a placa a 37 °C em
camara imida. Quando apareceu uma colora¢ao amarela (aproximadamente 40 minutos)
foi realizada a leitura da placa a uma absorbancia de 492 nm em leitor de microplacas
(PowerWave XS, Biotek Instruments Inc., EUA). A reacdo foi interrompida
adicionando-se 50 uL de NaOH 3 M em cada pogo. Apds a interrup¢do uma nova

leitura foi realizada.
Analise dos resultados e calculo da produtividade especifica de fator IX

Os dados obtidos apds a leitura de absorbancia das microplacas dos ensaios
ELISA foram exportados para uma planilha em Excel. Quando tracado em escala
bilogaritmica, os dados da curva padrdo, de absorbancia versus concentracdo de fator
IX, apresentaram comportamento sigmoidal. Com o auxilio do programa Origin 6.1, foi
ajustada uma curva sigmoidal aos dados. Na regido linear da curva, foi feita uma
regressao linear, obtendo-se a equacdo de uma reta para aquele trecho. Com os
parametros da equagdo obtida, pdde-se calcular a concentragdo referente aos dados de
absorbancia obtidos para as amostras. As concentragdes obtidas foram transformadas de
pg/mL para pg/mL e a produtividade especifica ou velocidade especifica de produgio,
em pg/cel/dia, foi calculada de acordo com a equagdo (FOGOLIN, 2002):
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C Flxz = CFl}Cl

(t;—t;) (X -xz)l’fz

Ui =

Onde:

grrx: Produtividade de fator IX, em pg/cel/dia;

ACrrx = (Crix2 — Crixa) : Diferenga de concentragcao de fator IX no intervalo de tempo
considerado, em pg/mL

X : Concentragdo de células vidveis no tempo t;, em Cel/mL;
X3 : Concentragdo de células vidveis no tempo t, em Cel/mL;

At = (t5-t;) : Intervalo de tempo (t;-t;), em dias.

4.14.3. Analise de fator IX ativo por ensaio de coagulometria

Para analisar a atividade do fator IX funcional produzido, foi medida a atividade
coagulante das amostras. Antes da realizacdo do ensaio de coagulometria, as populacdes
de células CHO confluentes, cultivadas em frascos T25, foram submetidas a uma troca
de meio. Descartou-se 5 mL de meio velho contendo soro fetal bovino e, em seguida,
apods lavagem com meio sem soro, acrescentou-se 5 mL de meio sem soro com 5 pg/mL
de vitamina K (Kanakion MM da Roche) ao frasco T25. A literatura mostra que
Sug/mL € uma concentragdo 6tima de vitamina K, pois acima deste valor o fator IX
produzido mantém sua atividade constante (KAUFMAN et al., 1986). Além disso, a
auséncia de vitamina K no meio ndo impede a detec¢ao do fator IX por imunoensaio do
tipo ELISA, sendo sua utilizagdo necessdria somente para que 0 mesmo esteja presente
na forma ativa e sua atividade coagulante seja determinada (KAUFMAN et al., 1986).
As células foram cultivadas a 37 °C por 24 horas. Apds este tempo, foram retiradas
aliquotas de 1 mL de cada cultivo para serem submetidas a andlise de fator IX funcional

produzido.
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O ensaio de coagulometria denominado de TTPa (Tempo de Tromboplastina
Parcial ativada) consiste em mimetizar a coagulagcdo sangiiinea in vitro. Para isto, usam-
se quatro reagentes na reacdo: o plasma deficiente no fator sanguineo que se deseja
analisar (VIII ou IX), uma solu¢do de fosfolipideos, uma solu¢cdo de CaCl, para ser
usado como fonte de Ca™ e a amostra de sobrenadante de células (ou o plasma padrio,
no caso da curva padrdo). Apds a mistura de todos os componentes em uma cubeta
contendo um agitador magnético, o processo de coagulacio se iniciard e o tempo para
atingir a coagulacdo depende da concentragdo de fator ativo na amostra. Este tempo €
medido pelo equipamento denominado de coagulometro (Figura 4.4). A atividade €
medida em UI/mL ou em porcentagem de fator IX ativo, sendo que 1 Ul/mL (ou 100%)

corresponde a concentracdo de fator IX ativo no plasma normal.

Figura 4.4. Coagulometro (BFT, Dade Behring) usado para determinar a atividade do fator IX.

Os ensaios de coagulometria foram realizados no coagulémetro da Dade Behring
(Figura 4.4). Antes de comecar o ensaio, o coagulometro foi ligado com antecedéncia de
pelo menos 20 minutos para a temperatura estabilizar em 37 °C. Tanto o plasma normal
(Stago) quanto o deficiente de fator IX (Stago) utilizados estavam liofilizados, sendo
necessario ressuspender ambos em dgua ultrapura e deixa-los a 37 °C por 20 minutos
nos compartimentos apropriados presentes no coagulometro. O ensaio € feito sempre

em duplicata ou triplicata.
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Utilizou-se 40 uL de cada reagente em uma reacdo, na seguinte sequéncia de
acoes: (1) adicionou-se o plasma deficiente em fator IX; (2) adicionou-se o plasma
normal diluido (curva padrdo) ou a amostra diluida; (3) adicionou-se a solu¢do com
fosfolipideos (Cefalina-Pathrontin SL, Dade Behring); moveu-se a cubeta para dentro
da 4rea de leitura do equipamento; em seguida, iniciou-se a contagem do tempo de
incubacdo; (4) apds o tempo de incubagdo de dois minutos, adicionou-se o CaCl, (Dade
Behring) para disparar a reacdo; (5) obteve-se o tempo de coagulacio medido pelo

aparelho, apds o mesmo detectar que a amostra havia coagulado..

A curva padrao foi construida diluindo-se o plasma normal em tampado imidazol
(11,7 g/L de NaCl + 6,8 g/L. de imidazol, pH 7,35) contendo 8,15 mg/L de vermelho de
fenol (concentracdo usada no meio de cultivo), pois foi verificado que esta substincia
interfere na determinacdo Optica do tempo de coagulacdo. A curva foi construida da
seguinte forma: dilui¢do 1:2 (100% ou 1 Ul/mL), 1:4 (50%), 1:10 (20%), 1:20 (10%) e
1:200 (1%). O logaritmo decimal das atividades e dos tempos brutos medidos foi
calculado e os dados foram usados para tragar uma curva padrdo para a qual obteve-se a
equacgao de uma reta. As amostras foram diluidas 1:2 em tampao imidazol, pois € pratica
dominante nos laboratérios de hemoterapia considerar 100% da curva padrdo como
correspondendo a uma dilui¢do do plasma normal 1:2. A produtividade especifica, desta
vez em termos de fator IX funcional, foi determinada em UI de fator IX produzido pelas
células em 24 horas (Ul/cel/dia), segundo equacdo andloga a utilizada no célculo
relativo ao fator IX total. A atividade especifica foi determinada em UI de fator IX

produzido em relacdo a quantidade total de fator IX quantificada por ELISA (Ul/ug).

Todas as amostras foram submetidas a0 mesmo ensaio de coagulometria no
Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti (HEMORIO),
obtendo-se resultados semelhantes. Contudo, o ensaio de coagulometria do HEMORIO
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€ realizado de maneira automatica, ndo havendo interferéncia de erro do operador. Por

isso os resultados do HEMORIO obtiveram um erro experimental menor.

4.14.4. Analise da expressio dos genes inseridos nas células CHO Flp-In"" por PCR
em tempo real

A técnica de PCR em tempo real é atualmente a mais usada quando se pretende
confirmar a expressdo de um gene e comparar o nivel d¢ RNAm entre diferentes
populacdes de células (BUSTIN, 2002). O método consiste em transformar o RNA
extraido de células em cDNA através do uso da enzima transcriptase reversa (RT-PCR).
Com este cDNA, realiza-se uma rea¢do de PCR comum, acrescida de um componente
capaz de emitir fluorescéncia quando um fragmento de DNA ¢ amplificado, sendo
possivel quantificar o material amplificado com um detector de fluorescéncia acoplado
ao equipamento de PCR em tempo real, tornando quantitativa a reacdo de PCR. O
resultado da reacdo € analisado em relacdo ao ciclo da reacdo de PCR onde ocorre o
inicio da fase exponencial de amplificagdo génica, o C; (t de threshold, ciclo limite em
portugués). O C; corresponde ao ciclo onde o detector reconhece que a fluorescéncia
emitida ultrapassou a fluorescéncia basal, ou seja, a fluorescéncia passiva do fluoréforo

utilizado na reacao.

Os principais métodos de deteccao de fluorescéncia sdo por agentes ligantes de
DNA (SYBR Green) e por sondas de hidrdlise (Tagman, Lux, Beacons, Scorpions). O
SYBR Green € um ligante de DNA que emite fluorescéncia quando ligado ao DNA
dupla fita. Conforme o DNA ¢ amplificado pela Tag polimerase, a fluorescéncia da
molécula do SYBR Green aumenta e, no fim da etapa de extensdo de cada ciclo da
reacdo de PCR, esta fluorescéncia é detectada, permitindo o monitoramento da reacdo

pelo equipamento de PCR em tempo real. O SYBR Green tem a capacidade de se ligar a
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qualquer DNA dupla fita, ou seja, pode também se ligar em produtos de PCR ndo
especificos e em dimeros de iniciadores, sendo esta sua maior desvantagem. Entretanto,
este reagente tem um custo mais baixo, sendo muito utilizado quando o nimero de
amostras € grande. As sondas de hidrdlise sdo especificas para a sequéncia alvo,
descartando a possibilidade de detec¢do de produtos ndo especificos. Uma das sondas
de hidrélise mais usada é a Tagman (Figura 4.5). Esta sonda consiste em um
oligonucleotideo com um corante fluoréforo repdrter na extremidade 5° (como exemplo:
6-carboxifluoresceina ou FAM) e um quencher na extremidade 3’. Quencher € uma
molécula capaz de absorver a energia do fluoréforo (ex.: 6-carboxitetrametilrodamina
ou TAMRA). Quando a sonda Tagman esta intacta, o quencher absorve a energia do
fluor6foro impedindo que ocorra a emissdo de fluorescéncia, devido a proximidade de
ambos. Pela atividade 5’-exonuclease da Tag polimerase, a sonda € hidrolisada e o
fluoréforo € separado do guencher, resultando no aumento da fluorescéncia. Apesar da

sua alta especificidade, a sonda Tagman tem um alto custo (GIULIETTI et al., 2001).
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Figura 4.5. Funcionamento da sonda Tagman. Apés ocorrer a ligacdo dos iniciadores e a
hibridizagdo da sonda no DNA fita simples, a polimerizacdo se inicia. Quando a DNA
polimerase atinge a sonda, ocorre uma hidrélise da mesma, separando o fluoréforo do quencher
fazendo com que ocorra a emissdo de fluorescéncia, que € detectada pelo aparelho de PCR em
tempo real (NOVAIS et al., 2004).
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A reacdo de PCR em tempo real, devido ao nimero de amostras, foi realizada
neste trabalho com o reagente SYBR Green (Applied Biosystems). Antes da reacdo de
PCR em tempo real propriamente dita, 0 RNA das células transfectadas com o vetor
pIRES e com o vetor pcDNAS/FRT, como também o das células ndo transfectadas, foi
extraido com um kit comercial (Pure Link micro-to-midi toral RNA purification,
Invitrogen) e quantificado utilizando-se o espectrofotdmetro Nanodrop® ND-1000. O
mesmo foi transformado em cDNA por RT-PCR utilizando o kit reverse transcriptase
da Applied Biosystem, sendo os componentes da reacdo: 10 uL. do tampao Tagman RT;
22 uL. de MgCl, 25 mM; 20 pL de dNTPs; 5 uL. de oligo dt (sequéncia de varias
timinas que se anela a cadeia poli A do RNA mensageiro); 2 uL de inibidor de RNase;
2,5 uL de transcriptase reversa e um volume correspondente a 2 ug de RNA extraido,

completando-se o volume para 100 uL com dgua ultrapura.

Todas as reacoes de PCR em tempo real ocorreram com as seguintes
quantidades de reagentes: 5 uL do Mix SYBR Green (Applied Biosystems), 0,5 uL do
iniciador senso (25 mM), 0,5 puL do iniciador antisenso (25 mM), 1,5 uL de dgua
ultrapura e 2,5 uLL de cDNA alvo. Cada reacao foi feita em duplicata. Sempre para cada
cDNA, foram realizadas reacdes de PCR em tempo real com iniciadores dos genes alvo
e iniciadores de um controle endégeno (gene da B-actina, constitutivo das células CHO).
O termociclador para PCR em tempo real (Applied Biosystems) foi programado da

seguinte forma:
- incubacdo inicial a 94 °C por 5 minutos;
- 35 ciclos repetitivos (94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s e 72 °C por 30 s);

- incubacdo final a 72 °C por 5 minutos.
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Os iniciadores usados estdo mostrados no Anexo 1. Reacdes de PCR em tempo
real preliminares, com cada combinacdo de iniciadores utilizadas no presente trabalho,
foram realizadas com o objetivo de verificar se o método empregando o indice 24!
poderia ser utilizado para analisar os dados (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Esta
verificacdo procedeu-se realizando-se, com cada combinac¢do de iniciadores, reacdes de
PCR em tempo real com diferentes diluicdes de cDNA (1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000,
além do cDNA nio diluido). Obteve-se um valor de AC; (média dos Ci da amostra —
média dos Ci do controle endégeno) para cada diluicdo. Montou-se um gréfico AC;
versus diluicdes do cDNA para cada combinacdo de iniciadores e realizaram-se
regressoes lineares. Segundo a literatura, o coeficiente angular da reta deve estar

préximo de zero para que o método do 2" possa ser utilizado (LIVAK &

SCHMITTGEN, 2001).

Uma observacio a ser feita é o fato de que os iniciadores foram construidos de
maneira a ser amplificado o final de um éxon e o inicio do éxon seguinte de cada gene
analisado, para ter certeza que durante a extracio de RNA ndo ocorreu nenhuma
contaminacdo de DNA, sendo amplificados fragmentos em torno de 100 pb, no
maximo. Se o fragmento amplificado for maior que o esperado, no caso do gene do
controle enddgeno (o tnico que possui intron), € porque houve contaminacdo de DNA,

e isto pode ser visto fazendo-se uma reagdo de PCR comum com o cDNA formado.

Ap6s concluidas as reacdes de PCR em tempo real para cada cDNA em questao,
os dados foram analisados. Os resultados de PCR em tempo real da expressdo do fator
IX foram normalizados em relagdo a expressao de fator IX obtida pelas células CHO
transfectadas com o vetor pIRES+fatorIX. Esta construciao foi adotada como controle
para o fator IX, uma vez que as células CHO nao expressam endogenamente o fator
coagulante. Como as andlises de PCR em tempo real sdo sempre comparativas, decidiu-
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se, portanto, adotar como pardmetro de comparacdo o tipo de vetor mais tradicional

(integragcdo aleatdria) e a constru¢do mais simples (fator IX sem nenhuma enzima

auxiliar. No caso da expressdo das enzimas, o controle utilizado foram as células CHO

ndo transfectadas, pois as células CHO possuem expressdo enddgena das enzimas

VKORCI, y-carboxilase e PACE. O célculo, baseado no método do 2'AACt, foi realizado

de acordo com a Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Calculo realizado para comparar a expressdo do fator IX em células transfectadas
com o vetor pcDNA5/FRT+fatorIX tendo como referéncia a expressdo do fator IX em células
transfectadas com o vetor pIRES+fatorIX.

C;do | C; do controle
Reacoes da referéncia (pIRES+fator IX) | alvo endégeno AC; AAC paact
21,09 - 16,21 =
Reagido 1 21,09 16,21 4,88
20,99 - 16,26 =
Reacgdo 2 20,99 16,26 4,73
4,81-481=
Média = 4,81 0 1
Reacoes (pcDNAS/FRT+fatorIX)
17,21-17,06 =
Reacido 1 17,21 17,06 0,14
17,14 - 16,99 =
Reacdo 2 17,14 16,99 0,15
0,14-4.81=
Média = 0,14 -4,67 25,1
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Vetores construidos

Em todas as clonagens foram realizadas reagdes de PCR para amplificacdo do
cDNA do fator IX a partir do vetor original, para selecdo de coldnias e para confirmacgao
dos vetores. Em todas estas reacoes foi feito um controle negativo, utilizando-se dgua ao
invés de DNA molde, com o objetivo de identificar alguma contamina¢do. Nenhuma
contamina¢do foi identificada, pois ndo houve amplificacdo nas reacdes de PCR
realizadas ao longo de todo o trabalho utilizando dgua no lugar de DNA molde. Estes

dados nao foram mostrados nas figuras dos géis de agarose das reacdes de PCR.
5.1.1. Vetor pGEM-T Easy com o cDNA do fator IX

O primeiro passo para efetuar a constru¢do dos vetores desejados foi a
amplificacdo do cDNA do fator IX (1,4 kb) por reagdo de PCR utilizando a enzima
pfx50 DNA polimerase (alta fidelidade). O cDNA estava clonado no vetor pPCMV5FIX
(adquirido da ATCC), e foi amplificado com os sitios das enzimas de restricdo Xhol e
Ascl, localizados nas extremidades dos iniciadores FIX-fwr e FIX-rev, respectivamente

(Figura 5.1).
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Figura 5.1. Amplificacdo por reacdo PCR do cDNA do fator IX clonado no vetor pCMVS5FIX
com os iniciadores FIX-fwr-Xhol e FIX-rev-Ascl (raia 2). Na raia 1 estd o padrdo de tamanho de
fragmento (1 kb DNA Ladder, Invitrogen).

Logo apds, o fragmento amplificado de 1,4 kb foi removido do gel e inserido no
vetor de clonagem (pGEM-T Easy), que foi transformado em bactérias E. coli. Foram
selecionadas 5 colOnias e todas foram positivas, quando analisadas por PCR de col6nia

efetuado com o iniciador FIX-fwr e o iniciador universal Sp6 (Figura 5.2).

€= 2Kb
€— 1,65Kb

€ 1Kb

Figura 5.2. Eletroforese em gel de agarose 1% do PCR de coldnia para a clonagem do gene do
fator IX (1,4 kb) no vetor pGEM-T Easy. Raias 1 a 5; reacdes de PCR com 5 colonias
selecionadas; raia 6: padrao de tamanho de fragmento (1 kb DNA Ladder, Invitrogen).

O plasmideo pGEM-T Easy + fator IX foi extraido e purificado de uma das
cinco colonias. Em seguida, a presenga do gene do fator IX foi confirmada por reagcao

de PCR com o vetor extraido como molde e com os iniciadores FIX-fwr e FIX-rev. Os
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sitios de restri¢do inseridos também foram testados, realizando-se uma digestdo com as
endonucleases Xhol e Ascl, para verificar se ndo houve nenhuma mutagdo nos sitios

durante a amplificagdo com a DNA polimerase pfx50 (Figura 5.3).

Figura 5.3. Confirmagdo da presenca do cDNA do fator IX (1,4 kb) no vetor pGEM-T
Easy e verificacdo da integridade dos sitios de restricao Xhol e Ascl. Raia 1: reacdo de
PCR com os iniciadores FIX-fwr e FIX-rev; raia 2: digestdo com as endonucleases Xhol
e Ascl; raia 3: padrdo de tamanho de fragmento de DNA (1 kb DNA Ladder,
Invitrogen).

O vetor pGEM-T Easy + fator IX foi seqiienciado pela empresa Macrogen e o
resultado confirmou que ndo ocorreu nenhuma mutagao na sequéncia do fator IX e nem

nos sitios de restri¢ao.

5.1.2. Vetores pIRES+fator IX e pcDNAS/FRT+fator IX

O produto da digestdao do cDNA do fator IX clonado no pGEM-T Easy com as
enzimas de restricdo Xhol e Ascl, mostrada na Figura 5.3, foi também utilizado para a
realizagdo da ligagdo do cDNA do fator IX no sitio multiplo de clonagem do vetor
pIRES. Contudo, o cDNA do fator IX digerido com Xhol e Ascl foi ligado ao vetor
pIRES digerido com Xhol e Mlul (Figura 5.4A), pois por motivos de estratégia de

clonagem foi necessdrio utilizar enzimas de restricdo diferentes, porém com sitios
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compativeis, como Ascl e Mlul, ja que a endonuclease M/ul fragmentava a sequéncia do

fator IX.

A ligacdo do cDNA do fator IX ao vetor pcDNAS/FRT foi realizada de maneira
diferente da ligagdao ao pIRES. A reacdo de digestdao do cDNA do fator IX, clonado no
pGEM-T Easy, para clonagem no pcDNAS/FRT ocorreu com atuagdo de apenas uma
enzima de restricdo, Nofl. O vetor pGEM-T Easy possui dois sitios da enzima de
restricdo Notl, que por consequéncia de suas posi¢des faz com que a digestdo com esta
enzima retire um fragmento de DNA contendo o cDNA do fator IX (1,4 kb) intacto,
porém a banda no gel apareceu com um tamanho maior (~1,6 kb). Isto era esperado,
pois os sitios de restricao da enzima Notl estdao 100 pb a jusante e 100 pb a montante do
cDNA do fator IX. O vetor pcDNAS/FRT também foi digerido com a endonuclease
Notl. Para confirmar que realmente houve lineariza¢do do vetor, o vetor circular (ndo
digerido) foi aplicado no gel. O tempo de reten¢@o no gel de agarose do vetor na forma

circular é maior do que o tempo do mesmo vetor linearizado (Figura 5.4B).
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Figura 5.4. Eletroforese em gel de agarose 1%. Digestdo do vetor pIRES (6,1 kb) com as
endonucleases Xhol e Mlul (raia 2A) seguido do vetor pIRES nao digerido (raia 3A). Digestao
do vetor pPGEM-T Easy (3 kb)+fator IX (banda esperada de 1,6 kb) e do vetor pcDNAS/FRT (5
kb) com a endonuclease Nofl, raia 1B e 3B, respectivamente. Na raia 4B estd o vetor
pcDNAS/FRT nao digerido. Vetores ndo digeridos t€ém formas circulares diferentes, por isso o
seu tempo de retengdo no gel é maior em relacdo ao mesmo vetor linearizado. Nas raias 1A e 2B
estdo os marcadores de tamanho de fragmento (1 kb DNA Ladder, Invitrogen).
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As reagdes de PCR de colonia para verificar se as col6nias contendo os vetores
pcDNAS/FRT+ator IX e pIRES+fatorIX eram positivas foram realizadas com os pares
de iniciadores T7 (iniciador universal do pcDNAS/FRT) / FIX-rev e FIX-fwr / T3
(iniciador universal do pIRES), respectivamente. A amplificagdo com o iniciador T7 faz
com que a banda amplificada referente ao cDNA do fator IX (1,4 kb) apareca com um
tamanho de aproximadamente 1,5 kb, pois o iniciador T7 estd 100 pb a jusante do cédon
de iniciagdo do cDNA do fator IX. A amplificacdo com os iniciadores FIX-fwr / T3
produziu um fragmento de 2 kb, pois o elemento IRES do vetor pIRES contém 0,6 kb e
o cDNA do fator IX 1,4 kb. A eletroforese em gel de agarose desta reagdo de PCR de

coldnia pode ser visualizada na Figura 5.5.

12 19
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Figura 5.5. Eletroforese em gel de agarose 1% da reagdo de PCR de coldnia para a sele¢do das
coldnias positivas referente as clonagens do cDNA do fator IX com os vetores pcDNAS/FRT
(A), e pIRES (B). O fragmento amplificado em (A), com os iniciadores T7/FIX-rev, foi de
aproximadamente 1,5 kb, corroborando com o fato do iniciador T7 estar 100 pb a jusante do
c6don de inicia¢do do fator IX. No caso do gel (B), o fragmento obtido foi de aproximadamente
2 kb, justamente pelo fato do vetor pIRES possuir a sequéncia do elemento IRES de 0,6 kb,
aproximadamente. Como foi utilizado o iniciador antisenso universal do pIRES, T3, e o cDNA
do fator IX foi clonado no primeiro cistron do vetor (MSCA), o fragmento amplificado foi a
soma do cDNA do fator IX (1,4 kb) + o elemento IRES (0,6 kb). Raias 1A e 1B: padrdo de
tamanho de fragmento (1 kb DNA Ladder, Invitrogen).
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A combinacdo de iniciadores da reacdo de PCR de coldnia para o
pcDNAS/FRT+fator IX foi escolhida de modo que fosse possivel verificar a direcdo do
cDNA do fator IX, pois no caso em que a ligacdo do inserto ao vetor foi realizada
utilizando-se o mesmo sitio de restricdo nas duas extremidades, no caso dois sitios da
endonuclease Notl, pode ocorrer uma ligacdo no sentido contrdrio de leitura ou um
religamento do vetor. Em ambos os casos, as colOnias crescem normalmente em meio
com antibidtico, sendo possivel discrimind-las somente por reacdo de PCR. A Figura

5.6 mostra um esquema explicando como verificar o sentido de um gene em um vetor.

Iniciador senso do

Sentido de leitura ’vetor (Ex:T7)
o= Iniciador senso do
— p— gene (Ex: FIX-fwr)
- % ATG (codon de iniciagcdo datranscrigiol

‘\\‘“ﬂ_

Iniciador antisenso do
Gene {Ex: FIX-rev)

Iniciador antisenso do
J— vetor (Ex: T3)

== Gene de interesse na posigao correta

Figura 5.6. Neste caso, como o gene estd na posicdo correta, as reacdes de PCR com a
combinacdo dos iniciadores T7/FIX-rev ou T3/FIX-fwr serdo positivas, ou seja, vai haver
amplificacdo génica. No entanto, se o gene de interesse estivesse na posicdo contriria, estas
mesmas reacdes nao funcionariam, pois os iniciadores estariam amplificando no mesmo sentido.

Depois de extraidos e purificados os vetores pcDNAS5S/FRT+fator IX e
pIRES+fator IX, a presenca do inserto foi confirmada por reagdes de PCR com a
enzima Taq DNA polimerase (baixa fidelidade). A eletroforese em gel de agarose pode
ser visualizada na Figura 5.7. A presenga do cDNA do fator IX no pIRES foi verificada

com as combinagdes dos iniciadores:

- T3/T7 (ambos universais para o vetor): a posicao do fragmento esperado no gel
era acima da banda de 2 kb (cDNA do fator IX de 1,4 kb + elemento IRES de

0,6 kb + algumas bases do proprio vetor pIRES);
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- FIX-fwr / FIX-rev, sendo a posicao do fragmento esperado no gel abaixo da

banda de 1,5 kb (cDNA do fator IX de 1,4 kb).

Para confirmar a presenca do fator IX no pcDNAS/FRT foram utilizadas as

seguintes combinagdes de iniciadores:

- T7/BGH-r (iniciadores universais do vetor pcDNAS/FRT), com fragmento
esperado de 1,5 kb (cDNA do fator IX de 1,4 kb + bases remanescentes do vetor

pcDNAS/FRT);

- T7 / FIX-rev, com fragmento esperado ligeiramente abaixo da banda de 1,5 kb,
porém um pouco acima da banda obtida na reacdo com os iniciadores FIX-fwr /

FIX-rev.

<€« 2Kb
€—1,65Kb

Figura 5.7. Eletroforese em gel de agarose 1% das reacdes de PCR para confirmacdo da
presenca do cDNA do fator IX nos vetores pIRES (A) e pcDNAS/FRT (B). Raia 2A: reacdo de
PCR com os iniciadores T3/T7; raia 3A: reacdo de PCR com os iniciadores FIX-fwr / FIX-rev;
raia 1B: reacdo de PCR com os iniciadores T7 / BGH-r; raia 2B: reacdo de PCR com os
iniciadores T7 / FIX-rev; raias 1A e 3B: padrdo de tamanho de fragmento (1 kb DNA Ladder,
Invitrogen).

Estes vetores construidos apenas com o cDNA do fator IX foram utilizados no
trabalho para comparar a expressdo do fator IX em células transfectadas com estes
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vetores € com os vetores bicistronicos contendo o cDNA do fator IX e das enzimas (Y-
carboxilase, VKORC1 e PACE), como também para realizar uma comparacdao dos

vetores propriamente ditos entre si.

Apesar de ndo terem sofrido nenhuma nova amplificagdo com a enzima DNA
polimerase de alta fidelidade, é possivel, porém com uma baixissima probabilidade, que
tenha ocorrido alguma mutacio durante a manipulagao dos fragmentos. Por exemplo, na
visualiza¢do do gel com a luz ultravioleta, a irradiacio do DNA com este tipo de luz,
por um longo periodo, gera fotoprodutos no DNA, os fotodimeros de pirimidina
(SOEHNGE et al., 1997). Portanto, os vetores pIRES e pcDNAS/FRT contendo o
cDNA do fator IX foram enviados para seqiienciamento na empresa Macrogen e o

resultado mostrou que a sequéncia do fator IX estava correta em ambos.

5.1.3. Vetores Fator IX+pIRES+enzimas (y-carboxilase, VKORC1 e PACE)

As sequéncias das enzimas y-carboxilase (2,3 kb), VKORCI1 (589 pb) e PACE
(2,4 kb) estavam clonadas em trés vetores pBLUNT com sitios das enzimas de restricdo
Xbal e Notl, inseridos nas extremidades dos trés cDNAs. Estes vetores estavam
devidamente sequenciados e pertenciam a colecdo de plasmideos do Laboratério de
Engenharia de Cultivos Celulares (LECC). Portanto, as trés sequéncias foram obtidas
por digestio com as endonucleases Xbal e Notl a partir do pBLUNT e o vetor
pIRES+fator IX foi também digerido com as mesmas endonucleases (digestdes

confirmadas pelos dados obtidos na Figura 5.8).
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Figura 5.8. Eletroforese em gel de agarose 1% das digestdes realizadas para clonar os cDNAs
das enzimas (y-carboxilase, VKORC1 e PACE) no pIRES+fator IX. Raia 1A: digestdo do vetor
pIRES+fator IX (7,5 kb) com as endonucleases Xbal e Notl; raia 3A: digestdo do vetor
pIRES+fator IX com Xhol e Xbal (esta digestdo destacou o cDNA do fator IX e o elemento
IRES do vetor pIRES e foi utilizada como referéncia de tamanho auxiliar); raia 1B: digestao do
vetor pPBLUNT+VKORCI com as endonucleases Xbal e Notl, destacando do vetor a sequéncia
da enzima VKORCI1 (589 pb); raia 3B: digestio do pBLUNT+PACE com as endonucleases
Xbal e Notl, destacando o cDNA da enzima PACE (2,4 kb); raia 4B: digestdo do vetor
pBLUNT+Yy-carboxilase com as endonucleases Xbal e Norl, retirando o cDNA de 2,3 kb da
enzima y-carboxilase; raias 2A e 2B: marcador de tamanho de fragmento (1kb DNA Ladder,
Invitrogen).

A ligacdo dos genes das enzimas (y-carboxilase, VKORC1 e PACE) foi
realizada no segundo cistron do vetor pIRES+fator IX (MSCB). Como ndo havia
problemas na direcdo do gene, ja que a ligacdo foi realizada com sitios de restri¢cdo
diferentes (Xbal e Notl), muitas colOnias foram positivas em duas das trés
transformagdes realizadas (Figura 5.9). A transformacdo da ligacdo da sequéncia da
enzima PACE ao vetor pIRES+fator IX ndo resultou em muitas col6nias positivas, €
provavelmente isto ocorreu devido ao tamanho final do vetor ser muito grande (~10 kb),

causando alguma instabilidade, dificultando a ligac@o do inserto ao vetor.
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Figura 5.9. Eletroforese em gel de agarose 1% das reacdes de PCR de colonia das ligacdes do
vetor pIRES+fator IX com os genes da VKORCI1 (A), y-carboxilase (B) e PACE (C). Raias 1A,
1B e 1C: controle positivo para os cDNAs da VKORC1 (0,589 kb), y-carboxilase (2,3 kb) e
PACE (2,4 kb), respectivamente; raias 2A-8A, 3B-11B e 3C, 4C e 5C: bandas das respectivas
colOnias positivas de cada ligacdo; raia 9A: marcador de tamanho 1 kb da Invitrogen; raias 2B e
2C: marcador de tamanho 1kb da LGC. As reacdes de PCR foram realizadas com as seguintes
combinacdes de iniciadores: VKORCI1-fwr / VKORCI-rev, Carb-fwr / Carb-rev e PACE-fwr /
PACE-rev.

Ao final destas ligacdes, os vetores foram extraidos de uma coldnia positiva e
purificados pelo mesmo procedimento de todos os outros vetores intermedidrios. Foram
obtidos, portanto, os seguintes vetores: (I) Fator[X+pIRES+VKORCI; (II)

FatorIX+pIRES+y-carboxilase e (III) FatorIX+pIRES+PACE.

O vetor (I) foi confirmado por reagdo de PCR com a utilizacdo dos iniciadores
combinados: T3/T7, FIX-fwr/VKORCI1-rev e T7/VKORC1-rev resultando em uma
banda de aproximadamente 2,7 kb (1,4 kb do FIX + 0,6 kb do elemento IRES + 0,589

kb do gene da VKORC1) em cada reacao.

O vetor (II) foi confirmado por quatro reagdes de PCR, com as combinagdes de

iniciadores: T3/carb-fwr (banda esperada de 2,4 kb, aproximadamente), Carb-fwr/Carb-
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rev (banda esperada de 2,3 kb), T7/FIX-rev (banda esperada de 1,5 kb,

aproximadamente) e, por ultimo, FIX-fwr/FIX-rev (banda esperada de 1,4 kb).

O vetor (III) foi confirmado com 2 reagdes de PCR com as combinacdes de
iniciadores: T7/FIX-rev (tamanho esperado de 1,5 kb, aproximadamente) e PACE-
fwr/T3 (tamanho esperado de, aproximadamente, 2,5 kb). A Figura 5.10 mostra a

eletroforese em gel de agarose 1% das reacdes de PCR descritas acima.

Os vetores (II) e (III) ndo foram confirmados por reacdo de PCR com os
iniciadores T3/T7, pois os fragmentos de 4,3 kb (vetor II) e 4,4 kb (vetor III) excedem a

capacidade de amplificagdo da enzima DNA polimerase utilizada.

3Kb
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Figura 5.10. Eletroforese em gel de agarose 1% das reacdes de PCR para confirmar a formacao
dos  vetores  fatorIX+pIRES+y-carboxilase  (A), fatorIX+pIRES+PACE (B) e
fatorIX+pIRES+VKORCI (C). Raia 1A: iniciadores T3/carb-fwr; raia 2A: iniciadores T7/FIX-
rev; raia 4A: iniciadores carb-fwr/Carb-rev ; raia 5A: iniciadores FIX-fwr/FIX-rev; raia 1B:
iniciadores T7/FIX-rev; raia 2B: iniciadores PACE-fwr/T3; raia 2C, 3C, 4C: iniciadores T3/T7,
FIX-fwr/VKORCl1-rev e T7/VKORCl1-rev, respectivamente; raias 3A e 3B: marcadores de
tamanho 1kb da LGC; raia 1C: marcador de tamanho 1kb da Invitrogen.
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O seqiienciamento da empresa Macrogen mostrou que as sequéncias clonadas no
vetor pIRES estavam corretas, com excecdo da sequéncia da enzima PACE. Podem ter
ocorrido mutagdes durante o processo de clonagem ou a qualidade do sequenciamento
pode ter sido baixa devido a quantidade de vetor extraido ter sido baixa em todas as
extracoes realizadas com o Kit Miniprep da Invitrogen. Portanto, ndo se prosseguiu com
a clonagem da enzima PACE no vetor pcDNA5/FRT. Mesmo com o sequenciamento de
qualidade ruim as células transfectadas com o vetor pIRES contendo o cDNA da PACE

foram posteriormente analisadas por PCR em tempo real, como as demais.

5.1.4. Vetores Fator IX+IRES+enzimas (VKORCI1 e y-carboxilase)/pcDNAS/FRT

Para realizar a clonagem das sequéncias fator[X+IRES+VKORCI1 (2,6 kb) e
fatorIX+IRES+y-carboxilase (4,3 kb) no pcDNAS/FRT, primeiramente foram realizadas
duas digestdes com as endonucleases Nhel e Notl, para retirar estas sequéncias inteiras

do vetor pIRES, como pode ser visto na Figura 5.11.

5,7 Kb —>
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Figura 5.11. Eletroforese em gel de agarose 1% das digestdes dos vetores
fatorIX+pIRES+VKORCI(A) e fatorIX+pIRES+y-carboxilase (B) com as endonucleases Nhel
e Notl para clonagem no pcDNAS/FRT. Raia 2A: digestdo do vetor pIRES contendo as
sequéncias do fator IX+IRES+VKORCI; raia 3A: digestdo do vetor pcDNAS5/FRT; raia 4A:
vetor pcDNAS/FRT nio digerido; raia 1B: digestdao do vetor pIRES contendo as sequéncias do
fator IX+IRES+Y-carboxilase. Raias 1A e 2B: marcador de tamanho de fragmento (1 kb DNA
Ladder, LGC).
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As reagdes de PCR de coldnia para selecio das colOnias positivas foram
realizadas com as combinagdes de iniciadores: carb-fwr/carb-rev para o vetor
fatorIX+IRES+y-carboxilase/pcDNAS/FRT e VKORC1-fwr/VKORCI-rev para o vetor
fator IX+IRES+VKORCI1/pcDNAS/FRT. Mesmo formando vetores relativamente
grandes, (~7,7 kb para o vetor contendo o gene da VKORCI1 e ~9,3 kb para o vetor
contendo o gene da y-carboxilase), foram observadas muitas coldnias positivas nas duas

clonagens, como pode ser visto na Figura 5.12.

0,5Kb=>

B

Figura 5.12. Eletroforese em gel de agarose 1% das reacdes de PCR de colonia para as
clonagens dos insertos fatorIX+IRES+y-carboxilase (A) e fatorIX+IRES+VKORC1 (B) no
vetor pcDNAS/FRT. Raia 1A: controle positivo (amplificacdo do cDNA da 7y-carboxilase
clonado no pBLUNT) , reagdo com os iniciadores carb-fwr/carb-rev (2,3 kb); raias 3A - 12A:
colOnias positivas para o vetor fatorIX+IRES+y-carboxilase/pcDNAS/FRT; raia 1B: controle
positivo (amplificacdo do cDNA da VKORCI1 clonado no pBLUNT), reagdo com os iniciadores
VKORCI1-fwr/VKORCl1-rev (0,58 kb); raias 3B-21B: coldnias positivas para o vetor
fatorIX+IRES+VKORCI1/pcDNAS/FRT; raias 2A e 2B: marcadores de tamanho (1kb DNA
Ladder, LGC).
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Para confirmar a presenca dos insertos no vetor pcDNAS/FRT extraidos de
colonias positivas, foram realizadas as seguintes reagdes de PCR (Figura 5.13): para
confirmar o vetor fatorIX+IRES+VKORCI1/pcDNAS/FRT, foram utilizadas as
combinagdes de iniciadores T7/FIX-rev e VKORCI1-fwr/BGH-r; para confirmar o vetor
fatorIX+IRES+y-carboxilase/pcDNAS/FRT, foram utilizadas as combinacOes de
iniciadores T7/FIX-rev e carb-fwr/BGH-r. As bandas dos géis de agarose da Figura 5.13

apareceram nos tamanhos esperados, confirmando os vetores.

1,5 Kbh—>
1 Kb

0,5 Kb—>

Figura 5.13. Eletroforese em gel de agarose 1% das reacdes de PCR para confirmar a presenca
dos insertos fatorIX+IRES+y-carboxilase (A) e fatorIX+IRES+VKORC1 (B) no vetor
pcDNAS/FRT. Raia 1A: rea¢do com os iniciadores T7/FIX-rev (~1,5 kb); raia 3A: reacdo com
os iniciadores carb-fwr/BGH-r (~2,4 kb); raia 2B: reacdo com os iniciadores VKORCI1-
fwr/BGH-r (~0,6 kb); raia 3B: reacdo com os iniciadores T7/FIX-rev (~1,5 kb); raias 1A e 1B:
marcador de tamanho de fragmento (1 kb DNA Ladder, LGC).

Os vetores pcDNAS/FRT construidos foram devidamente sequenciados pela
empresa Macrogen, porém o vetor pcDNAS contendo o fatorIX+IRES+VKORCI nao
foi extraido em grande quantidade, provavelmente por alguma contaminagdo no kit de

extragdo comercial, ndo sendo possivel confirmar este vetor através do sequenciamento.

Neste trabalho, s6 foram mostrados os géis de agarose que obtiveram éxito,

porém quase todas as clonagens tiveram que ser repetidas, em alguns casos mais de trés
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vezes. Isto ocorre devido a estocagem de reagentes de maneira incorreta, acarretando na
degradacdo do mesmo como, por exemplo, enzimas de restricdo e DNA polimerases.
Além disso, qualquer contaminag¢do pode acarretar no fracasso da clonagem. Outra
questdo que pode influenciar em uma clonagem é o método como sdo preparadas as
bactérias competentes. Caso ndo estejam bem preparadas podem reduzir a eficiéncia das
transformacgdes, influenciando na clonagem.

5.2. Analise da expressao do gene do fator IX e das enzimas (VKORC1,
v-carboxilase e PACE) por PCR em tempo real

Nas células transfectadas com o vetor pIRES a diferenca de expressdo das
enzimas VKORCI, y-carboxilase e PACE em relacdo a expressido endogena das células
CHO foi relativamente baixa, de no maximo 2,5 vezes, como pode ser visto na Figura
5.14. Contudo, pode-se observar uma diferenca um pouco maior na expressdo da
enzima VKORCI. Isto pode ser devido ao tamanho do gene, pois o gene da VKORC1
possui apenas 0,589 kb enquanto que os genes das enzimas 7y-carboxilase e PACE
possuem 2,3 e 2,4 kb, respectivamente. Em suma, o uso do vetor pIRES contendo o
elemento IRES do virus ECM modificado parece ndo ter aumentado muito a expressao
das enzimas VKORCI, y-carboxilase e PACE em relagdo a expressdo enddgena das
mesmas. As modificagdes na sequéncia do elemento IRES presente no vetor pIRES
fazem com que o segundo gene seja menos expresso que o primeiro, ja que, sem estas
modificagdes, o segundo gene seria expresso em niveis muito mais altos que o primeiro
(BOCHKOV & PALMENBERG, 2006). Isto pode ter contribuido para que o nivel de
expressdo das enzimas Y-carboxilase, VKORC1 e PACE ndo aumentasse mais em
relacdo a produgdo endégena das mesmas em células CHO. Os componentes presentes

no vetor pIRES (promotor, enhancer ou acentuadores) também podem ter influenciado
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para esta baixa expressdo. Contudo, a integracdo aleatéria pode ser o maior
influenciador para esta baixa expressdo, pois enquanto algumas células podem ter
integrado o DNA recombinante em uma regidao de alta atividade transcripcional, em
muitas delas a integracdo pode ter ocorrido em regides de silenciamento génico, que sao
predominantes no genoma de células superiores. A comparagdo entre a expressao dos

genes das enzimas (segundo gene) pode ser vista na Figura 5.14.

Transfecgio com o vetor pIRES

>

Figura 5.14. Andlise por PCR em tempo real da expressdo das enzimas 7y-carboxilase,
VKORCI1 e PACE em células transfectadas com o vetor pIRES. Pode-se observar que o
aumento da expressdo ndo foi significativo para nenhuma das enzimas, obtendo-se um aumento
de no maximo 2,5 vezes em relacdo as células ndo transfectadas (controle), que ja expressam as
trés enzimas endogenamente.
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Para analisar comparativamente o desempenho dos dois vetores de expressao
utilizados, foram avaliadas a expressao de fator IX a partir dos vetores fatorIX+pIRES e
fatorIX+pcDNAS/FRT. Comparou-se, ainda, a expressdo da y-carboxilase a partir dos
vetores fatorIX+7y-carboxilase+pIRES e fatorIX+Yy-carboxilase+pcDNAS/FRT. Estes

dados sdo mostrados na Figura 5.15.

Observa-se na Figura 5.15A que o sistema de integracdo sitio-dirigida
(pcDNAS5/FRT) aumentou em 33 vezes a expressao do fator IX em relagdo ao controle
(células transfectadas com o vetor pIRES+fator[X). Estes dados mostram a
superioridade do sistema de integracdo sitio-dirigida em relacdo a integracdo aleatdria,

94



especialmente neste caso em que se estd trabalhando com transfectomas, ou seja,
populacdes transfectadas que sdo altamente heterogéneas no caso do vetor de integracao
aleatdria e bastante homogéneas no caso do vetor de integracdo sitio-dirigida. Para se
obter altos niveis de express@do com vetores aleatdrios, geralmente se faz necessario
empregar técnicas demoradas e laboriosas de isolamento e sele¢ao de clones.

Comparac¢ao da expressao do Fator IX considerando os
dois vetores utilizados

35 4

30 I

25 4

B Vetor fatorlX/pIRES {controle)

Vetor fatorlX/pcDNAS/FRT
20

15

10 +

Expressdo relativa ao controle

Comparag¢do da expressao da carboxilase considerando
os dois vetores utilizados

60 -

uYetor
50 FIX+IRES+carboxilase/pIRES
40 Vetor

FIX+IRES+carboxilase/pcDNAS
30

20

10

Expressdo relativa ao controle

Figura 5.15. Comparagdo da expressdo determinada por PCR em tempo real do fator IX (A) e
da enzima y-carboxilase (B) entre transfeccdes com os vetores pIRES e pcDNAS5/FRT. Pode-se
observar que a eficiéncia do sistema Flp-In é muito maior do que o sistema de integracdo
aleatéria. O controle utilizado para comparar a expressdo da carboxilase foi a expressdo
enddgena em células ndo transfectadas. O controle utilizado para comparar a expressdo do fator
IX foram células transfectadas com o vetor pIRES/fatorIX.

A superioridade do sistema de integracdo sitio-dirigida foi confirmada para a

expressao da y-carboxilase (Figura 5.15B), onde o aumento de expressao foi de cerca de
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40 vezes para o vetor pcDNAS5/FRT, contra cerca de duas vezes no caso do vetor
pIRES. Na andlise de ambos os vetores contendo esta enzima, o controle usado foram

células nao transfectadas que possuem expressao endégena da enzima y-carboxilase.

Entretanto, trabalhos da literatura mostraram que, utilizando o vetor ZEM228, de
integracdo aleatdria, para expressar fator IX e y-carboxilase em células BHK, o aumento
na expressao da <y-carboxilase foi de 40 a 70 vezes em relacdo as células nao
transfectadas (BERKNER & PUDOTA, 1998; HALLGREN et al., 2002). Os resultados
de expressdo, considerando o RNAm produzido, obtidos no presente trabalho com o
vetor pcDNAS/FRT contendo o fator IX e a enzima Yy-carboxilase sdo, contudo,
compardaveis com a literatura (BERKNER & PUDOTA, 1998; HALLGREN et al.,
2002). Enquanto esses autores observaram aumento de expressao da y-carboxilase de 40
a 70 vezes, no presente trabalho o aumento da expressdo em termos de RNAm
produzido foi de 40 vezes para o sistema de integracdo sitio-dirigida. O mesmo nao
ocorreu para o vetor de integracdo aleatdria usado no presente trabalho. Isto pode ser
por dois motivos: o vetor de integracdo aleatdria usado na literatura pode ser mais
eficiente ou o método de selecdo dos transfectomas pode ser mais eficiente. Entretanto,

o presente trabalho utilizou células CHO e nao BHK.

No trabalho realizado por Rehemtulla, a expressao da y-carboxilase bovina em
células CHO aumentou em 16 vezes a atividade desta enzima em relacdo a produgdo
endégena da mesma (REHEMTULLA et al., 1993). No presente trabalho ndo foi
determinada a atividade da enzima y-carboxilase. Somente foi determinada a expressao
a partir do RNA mensageiro produzido. Em alguns casos o aumento da quantidade de
RNA mensageiro reflete em aumento proporcional da atividade da proteina

superexpressa. Com base nesta afirmacgao, € possivel que a expressao da y-carboxilase
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em células CHO utilizando-se o sistema FRT (~40 vezes), realizado neste trabalho,
tenha obtido resultados mais expressivos que os reportados na literatura para a

expressdao da y-carboxilase bovina em células CHO. Contudo, € necessario avaliar a

atividade da y-carboxilase para confirmar esta hipdtese.

Na Figura 5.16, € mostrada a expressao do fator IX isoladamente ou em conjunto

com as enzimas em questdo, para ambos os vetores utilizados no presente estudo.

E possivel observar na Figura 5.16 que a construcdo com apenas um gene
(somente o gene do fator IX, no primeiro cistron) promoveu uma expressao bem maior
do gene do fator IX, nas transfec¢des com o vetor pIRES e com o vetor pcDNAS/FRT.
Quando havia um gene clonado no segundo cistron a expressao do fator IX diminuiu
nas transfec¢des com ambos os vetores (pIRES e pcDNAS). O tamanho do segundo
gene parece que também influenciou na expressao do fator IX, pois quando o gene do
fator IX foi co-expresso com o gene da enzima VKORCI, a expressao do gene do fator

IX foi maior em relac@o a co-expressao com os genes da y-carboxilase e PACE

De todas as transfec¢Oes realizadas, a tnica populacdo de células CHO que nao
apresentou expressao do fator IX foi aquela em que foi utilizado o vetor pcDNAS/FRT,
contendo o cDNA do fator IX e da VKORCI intermediados pelo IRES defectivo do
virus EMC. Provavelmente, pode ter ocorrido algum problema de recombinagdo durante
o processo de obten¢do de uma populacdo estdvel ou talvez o vetor ndo estivesse em

boa qualidade, portanto esta populacao foi descartada.
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Figura 5.16. Expressdo por PCR em tempo real do fator IX em células transfectadas com os
vetores pIRES (A) e pcDNAS (B). O controle utilizado para comparacgio da expressdo do fator
IX foram células transfectadas com o vetor pIRES/fatorIX.

Um fato interessante € que, quando o gene do fator IX foi expresso sozinho, ou
seja, sem atuacdo do elemento IRES defectivo, a expressdo do fator IX foi bem mais
alta em relacdo as construgdes onde havia co-expressdo das enzimas (Figura 5.16 A e
B). Entretanto, isto pode ser devido a presenca do elemento IRES, o que estaria de
acordo com alguns trabalhos publicados na literatura. Um deles compara diferentes
elementos IRES de picornarvirus e € possivel observar que o vetor controle utilizado, ou
seja, sem a presenca do segundo gene apds o elemento IRES, possui uma expressao
maior do primeiro gene quando comparada com a expressao deste mesmo gene em
vetores bicistronicos intermediados por diferentes elementos IRES (BORMAN et al.,

1995).
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Como ja foi discutido acima, a expressdo de fator IX isoladamente foi muito
superior para o vetor pcDNAS/FRT do que para o vetor pIRES. O mesmo foi observado
e discutido acima também para a expressdo da y-carboxilase. A eficiéncia do sistema
FRT foi tao superior que a expressdo do fator IX co-expresso com a ‘y-carboxilase no
vetor pcDNAS/FRT foi aproximadamente 2 vezes maior do que a expressao do fator IX
no sistema controle pIRES/FatorIX (Figura 5.16 B). Isto € relevante, pois, como ja foi
dito anteriormente, a literatura mostra que, quando um gene € expresso sozinho, sem a
presenca do segundo gene apds o elemento IRES, o nivel de expressdo deste gene pode
ser bem mais alto em comparacdo com a expressdo deste mesmo gene em um vetor
bicistrénico contendo o elemento IRES (BORMAN e al., 1995; BOCHKOV &

PALMENBERG, 2006).

Entretanto, apesar da presenca do elemento IRES poder ter prejudicado a
expressao do fator IX, isto ndo impede uma comparagdo do efeito, sobre a expressao do
fator IX, das diferentes enzimas entre si. Como pode ser visto na Figura 5.16A, dentre
os ensaios de co-expressdo das enzimas, a maior expressdo de fator IX foi obtida na
presenca da enzima VKORCI. Os piores desempenhos, em termos de expressdo de
fator IX, foram verificados no caso da co-expressdo da 7y-carboxilase e da PACE.
Contudo, o erro experimental € mais acentuado em populagdes transfectadas com
vetores de integracdo aleatdria. Seria necessdrio realizar mais réplicas para confirmar
esta diferenca de expressao de fator IX. Nao é descartada a possibilidade de também ter
havido erro experimental durante a realizacdo da reagdo de PCR em tempo real. Isto
pode ter sido o motivo pelo qual o erro experimental da andlise da expressao da enzima
T-carboxilase em células CHO Flp-In", transfectadas com o vetor pcDNAS/FRT de

integracao sitio-dirigida, ter sido relativamente alto (Figura 5.15A).
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Apesar dos dados obtidos para a expressdo do fator IX co-expresso com a
enzima PACE serem imprecisos, devido a falta de réplicas, vale ressaltar que resultados
obtidos na literatura mostraram que quando a PACE é co-expressa com o fator IX,
aparentemente, ocorre um estresse menor do reticulo endoplasmatico. Isto foi verificado
por Pellegrini, pois quando o fator IX foi co-expresso com a enzima PACE o nivel de
expressao da chaperona Bip, regulador-chave dos transdutores de sinal de estresse do
reticulo endoplasmético, diminuiu. Segundo os autores da pesquisa, provavelmente isto
ocorreu pelo fato da co-expressdao da PACE favorecer direta ou indiretamente a secre¢ao
do fator IX, evitando o acimulo de fator IX no reticulo endoplasmatico (PELLEGRINI
et al., 2007). Este menor estresse poderia favorecer uma maior expressdao do fator IX
co-expresso com a PACE do que co-expresso com a y-carboxilase, pois esta enzima, ao
contrario da PACE, parece aumentar o acimulo de fator IX no reticulo endoplasmético

(HALLGREN et al., 2002).

Para possibilitar uma anélise mais completa dos dados, a expressdao enddgena
das enzimas também foi analisada (Figura 5.17), considerando as reacdes de PCR em
tempo real realizadas com o RNA extraido das células ndo transfectadas. Observou-se
que, em células CHO, a expressdo da PACE € baixa em relacdo a expressdo das outras
enzimas testadas (y-carboxilase e VKORCI), o que ja havia sido observado em
experimentos com células CHO produtoras de fator IX (WASLEY et al., 1993).
Entretanto, a enzima PACE parece ser de relevancia visto que a co-expressdo desta
enzima aumentou em 3 vezes a atividade especifica do fator IX secretado
(REHEMTULLA et al., 1993), razdo pela qual o gene da versdo solivel desta enzima
(PACE-SOL) foi transfectado nas células CHO usadas pela Genetics Institute/Wyeth na
producio do Benefix® (HARRISON ef al., 1998). Devido a importancia das células

CHO para o mercado de biofarmacos, o gene da PACE-SOL foi testado, recentemente,
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com o objetivo de melhorar o processamento do pré-petideo da proteina rhBMP-2
(proteina morfogénica do osso) produzida por estas células (DOOLAN et al., 2008). A
alta expressao enddgena da enzima VKORC1 mostra que as células CHO selvagens ja
possuem uma relativa capacidade de realizar a y-carboxilacdo, assim como demonstrado
recentemente para células BHK (WAJIH et al., 2005a e b). No entanto, ndo ha artigos
comparando a expressdo enddgena das enzimas VKORCI, y-carboxilase e PACE em
células CHO e BHK. Apesar do mais alto nivel de expressdao endégena da VKORCI,
foi para esta enzima que se obteve o maior aumento de expressdo da mesma (Figura
5.14) e o maior aumento de expressao de fator IX (Figura 5.16A). Nao ha como afirmar
precisamente, mas € possivel que o fato da VKORCI1 ser um gene menor do que os
genes da y-carboxilase e da PACE fez com que a célula tivesse menos dificuldade de
expressar a VKORCI. Provavelmente, a expressdo maior de fator IX co-expresso com a
VKORCI1 em relagdo a expressdao do mesmo co-expresso com a 7y-carboxilase e a
PACE, foi pelo fato do RNA mensageiro, contendo as sequéncias do fator

IX+IRES+VKORCI, ser menor e consequentemente mais estavel.

Expressdo enddgena em células CHO
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Figura 5.17. Expressdo enddgena absoluta (nimero adimensional) das enzimas y-carboxilase,
VKORCI1 e PACE em células CHO. Dentre as enzimas analisadas a PACE aparenta ter a menor
expressdo em células CHO e a VKORC1 a maior.
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5.3. Ensaios de avaliacao da producao de fator IX total

Como discutido anteriormente, as c€lulas CHO Flp—InTM foram transfectadas com
os vetores: fatorIX/pIRES, fatorIX+IRES+VKORCI/pIRES, fatorIX+IRES+y-
carboxilase/pIRES e fatorIX+IRES+PACE/pIRES. As transfec¢des foram realizadas em
triplicata e as células foram cultivadas em frascos T25. Portanto, esperava-se obter 12
cultivos em frasco T25, porém uma das populacdes transfectadas com o vetor
fatorIX+IRES+PACE/pIRES ndo sobreviveu ao antibidtico, sendo descartada. A Figura

5.18 mostra os frascos T25 no qual as células transfectadas foram propagadas.

Figura 5.18. Células CHO flp-In transfectadas com o vetor pIRES cultivadas em frascos T25.
S&o 11 cultivos e um controle negativo.

Em relag@o a transfeccdo com os vetores construidos no pcDNAS5/FRT, foram
utilizados os vetores: fatorIX/pcDNAS5, fatorIX+IRES+VKORCI1/pcDNAS e
fatorIX+IRES+y-carboxilase/pcDNAS. Contudo, como ji foi dito no item anterior,
apenas uma populacdo de células CHO transfectada com o vetor
fatorIX+IRES+VKORC1/pcDNAS formou um transfectoma estdvel, sobrevivendo ao
antibidtico. No entanto, os resultados de PCR em tempo real ndo detectaram expressao
do gene do fator IX, descartando-se esta populacdo. A Figura 5.19 mostra os

transfectomas que sobreviveram ao antibiotico.
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Figura 5.19. Frascos T25 das células estdveis transfectadas com o vetor pcDNAS/FRT. Uma
delas foi descartada (fatorIX+IRES+VKORCI) devido ao resultado negativo na andlise por
PCR em tempo real.

Dos frascos contendo os transfectomas estaveis, foram coletadas amostras de
sobrenadante, nas quais o teor de fator IX foi medido por ELISA. A produtividade de
fator IX nas células CHO transfectadas com as construcdes realizadas no pIRES ficou
de acordo com os resultados obtidos no PCR em tempo real, pois as células que
expressavam o gene do fator IX em maiores niveis (vetores: fatorIX/pIRES e
fatorIX+IRES+VKORCI1/pIRES) tiveram a maior quantidade de fator IX total secretado
(Figura 5.20). No entanto, embora o vetor contendo o gene da enzima VKORCI tenha
apresentado uma expressdo de fator IX, por andlise de PCR em tempo real, menor do
que o vetor que possuia somente o gene do fator IX, a produtividade de fator IX obtido
no sobrenadante das células que co-expressavam a VKORCI foi igual a produtividade
das células que somente expressavam o fator IX. Isto indica que, provavelmente, a co-
expressdo da VKORCI facilitou a secrecdo do fator IX em células CHO. Estes dados
sdo diferentes dos obtidos na literatura para células BHK, pois, quando a enzima
VKORCI foi superexpressa nestas células, o fator IX total secretado ndo aumentou em
relacdo as células BHK somente transfectadas com o gene do fator IX (WAIJIH et al.,

2005b).
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Por outro lado, de acordo com a literatura, a superexpressdo da y-carboxilase em
células CHO produtoras de fator IX acarretou em uma reducao do fator IX secretado, o
que nao ocorreu quando a enzima PACE foi superexpressa neste tipo de célula
(REHEMTULLA et al.,1993). Nos resultados obtidos no presente trabalho, a producao
de fator IX total secretado pelas células CHO expressando o gene da y-carboxilase foi
equivalente ao produzido por células expressando o gene da enzima PACE. Portanto,
levando-se em consideracdo os dados encontrados na literatura, esta equivaléncia na
secrecdo do fator IX pode ser devido ao fato da populacdo de células ndo ser
homogénea, pois o vetor pIRES se integra de maneira aleatéria ao genoma da célula

aumentando o erro da analise.

As diferencas encontradas entre os efeitos reportados na literatura para a co-
expressdo da PACE e da y-carboxilase e os efeitos observados para as mesmas enzimas
no presente trabalho podem ter diferentes causas: o uso de vetores bicistronicos neste
trabalho, levando a co-expressdao dos genes heter6logos em uma mesma regido do
genoma; o uso de uma sub-linhagem diferente de células CHO (Flp-In versus CHO-
dhfr’); e, principalmente, o uso de uma populacdo clonal na literatura versus um
transfectoma no presente trabalho, onde o transfectoma oriundo do uso do vetor pIRES
representa uma populacdo heterogénea, de modo que os niveis de fator IX secretado sdo

valores médios de uma populacao.

Em relagdo a produtividade especifica em termos de fator IX secretado
apresentada pelos diferentes transfectomas, o vetor pcDNAS/FRT confirmou sua

superioridade, como pode ser visto na comparagao entre as Figuras 5.20 e 5.21.
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Figura 5.20. Produtividade especifica de fator IX em células CHO Flp-In™ transfectadas com
o vetor pIRES determinadas por imunoensaio do tipo ELISA.
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Figura 5.21. Produtividade especifica de fator IX total determinada por imunoensaio do tipo
ELISA para as células CHO transfectadas com os vetores pcDNAS5/FRT.

A produtividade de fator IX em células CHO transfectadas com o vetor
fatorIX/pcDNAS/FRT foi bem maior (1,1 pg/cel/dia) que a produtividade em células
CHO transfectadas com o vetor fator IX + pIRES (0,08 pg/cel/dia). Apesar disto, esta
produtividade ainda € baixa para que o processo de produgdo seja economicamente

vidvel. A co-expressdo do gene do fator IX com o gene da DHFR e subsequente
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amplificacdo génica através de tratamento com o inibidor da DHFR, o metotrexato
(ASSELBERG & WIDMER, 1995), mostrou ser capaz de aumentar a expressdo do
fator IX em 500 vezes (KAUFMAN et al., 1986). Como o gene € localizado logo apds o
gene do fator IX, somente sdo selecionados clones altamente produtores, pois sé irdo
sobreviver ao metotrexato os clones que superexpressam a enzima diidrofolato redutase

(DHFR) e consequentemente o gene do fator IX.

Apesar da expressdo do fator IX em células transfectadas com o vetor
pcDNAS/FRT+fator IX ser 40 vezes maior que a expressio do mesmo em células
transfectadas com o vetor pIRES+fator IX, a produtividade especifica somente
aumentou aproximadamente 10 vezes. Isto ocorreu, pois a expressdo foi determinada
em termos de RNAm produzido e nao necessariamente todo o fator IX que é expresso
serd secretado no meio, j4 que antes de ser secretado o fator IX sofre vdrias
modificacOes enquanto estd no interior da célula. Portanto, durante a permanéncia do
fator IX na célula podem ocorrer erros na sintese da proteina, acarretando, na maioria

dos casos, na nao secrecao da proteina.

Dados da literatura mostram que a secre¢ao do fator IX € prejudicada quando a
y-carboxilase € superexpressa, pelo fato desta enzima formar um complexo de ligacdes
fortes com o fator IX (HALLGREN et al., 2002). Como ha pouco co-fator (vitamina K
reduzida) sendo produzido pela enzima VKORCI, indicada pela literatura como sendo o
fator limitante da y-carboxilacio (HALLGREN et al., 2006), a molécula do fator IX tem
maior dificuldade em ser liberada da enzima y-carboxilase, pois ndo estd completamente
y-carboxilada. A relacdo da produtividade do fator IX em células CHO Flp-In
transfectadas com o vetor fator IX/pcDNAS e em células CHO Flp-In transfectadas com

o vetor fatorIX+IRES+y-carboxilase/pcDNAS/FRT  (Figura 5.21) tem um
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comportamento semelhante as mesmas construgdes realizadas no vetor pIRES (Figura
5.20), confirmando a hipdtese da literatura que o excesso de y-carboxilase no reticulo
endoplasmatico dificulta a liberac@o do fator IX para o exterior da célula (HALLGREN
et al., 2002). Entretanto, é necessdrio avaliar a atividade especifica do fator IX para

confirmar esta hipétese.

5.4. Avaliacao da atividade do fator IX produzido

Para determinar a atividade do fator IX produzido pelos transfectomas foram
utilizados ensaios de coagulometria. Foram utilizados para célculo da atividade os

dados de coagulometria obtidos no HEMORIO, pois o erro experimental foi menor.

Em relacd@o aos transfectomas obtidos ap6s a transfec¢do com o vetor pIRES, as
células que continham os vetores fatorIX/pIRES e fatorIX+IRES+VKORCI1/pIRES
apresentaram atividades de fator IX produzido semelhantes, considerando o erro
experimental (Figura 5.22A). As atividades do fator IX para os transfectomas que co-
expressavam as enzimas Yy-carboxilase e PACE foram mais baixas em rela¢do as outras
construgdes e iguais entre si. Este resultado era esperado, ja que os transfectomas que
produziram mais fator IX total foram os transfectomas que continham os vetores
fatorIX/pIRES e fatorIX+IRES+VKORCI1/pIRES. Contudo, a atividade especifica, que
corresponde a atividade do fator IX em relagdo ao total de fator IX produzido pela
célula, foi praticamente igual para todas as células transfectadas com o vetor pIRES, em

torno de 30 mUI/ug (Figura 5.22B).
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Figura 5.22. Comparagdo da atividade (A) e da atividade especifica (B) do fator IX produzido
pelas células CHO transfectadas com o vetor pIRES.

Atividade especifica [mUI/pg]

O fato da atividade especifica ter sido igual para todas as construgdes, inclusive
para o fator IX expresso isoladamente no vetor pIRES, mostra que, aparentemente, a co-
expressao das enzimas ndo afetou a producao do fator IX funcional, quando foi utilizado
o vetor pIRES para expressar os genes do fator IX e das enzimas. Estes resultados estdo
de acordo somente com os dados obtidos por Rehemtulla para a co-expressdo da enzima
y-carboxilase bovina em células CHO, onde a atividade especifica ndo foi alterada em
relacdo ao controle, porém o fator IX foi menos secretado quando co-expresso com a
enzima Y-carboxilase bovina (REHEMTULLA e al., 1993). A superexpressdo da
enzima PACE em células produtoras de fator IX aumentou em 2 vezes a atividade
especifica do fator IX (REHEMTULLA et al., 1993), o que ndo ocorreu no presente

trabalho. Em relacdo a co-expressao da VKORCI, esperava-se obter um aumento na
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atividade especifica, j4 que quando esta enzima foi superexpressa em células BHK,
houve um aumento de 2,2 vezes na taxa de Yy-carboxilacdo de fator IX in vivo
(HALLGREN et al., 2006), e um aumento de 3 vezes na producao do fator IX funcional
(WAIJIH et al., 2005b). Contudo, a similaridade entre os resultados de atividade
especifica obtidos no presente trabalho pode ter sido influenciada pelo fato das células
transfectadas com o vetor pIRES expressarem uma quantidade muito baixa tanto de
fator IX quanto das enzimas em questdo, pelo fato de serem transfectomas (populagao
heterogénea de clones, a maioria com baixa produtividade de fator IX) e ndo clones
selecionados (clones com alta produtividade de fator IX). Por este motivo, a produgao
de fator IX funcional talvez ndo tivesse sido comprometida, pois a célula ndao se

encontrava sobrecarregada.

Para as células transfectadas com o vetor pcDNAS5/FRT, a expressao do fator IX
isoladamente foi mais alta (~30 vezes) quando comparada com a expressao do fator IX
em células transfectadas com o vetor pIRES, assim como a expressao da y-carboxilase
(aumento de ~40 vezes em relacdo a expressdo endégena da mesma). Provavelmente
por este motivo, a diferenca nas andlises de atividade e atividade especifica para o fator
IX produzido pelas células transfectadas com o vetor pcDNAS/FRT foram mais
significativas em relacdo a influéncia da co-expressdo da enzima 7y-carboxilase (Figura
5.23). Os resultados de atividade especifica mostraram que, quando a y-carboxilase foi
co-expressa com o fator IX, utilizando-se o vetor pcDNAS/FRT, a atividade especifica
do fator IX diminuia bastante. Isto indica que a superexpressdo da y-carboxilase afeta a
secrecdo do fator IX funcional, acarretando em uma menor atividade especifica. Isto ndo
foi observado na literatura quando esta enzima foi co-expressa em células CHO
produtoras de fator IX (REHEMTULLA et al., 1993). Entretanto, o nivel de expressao
da y-carboxilase pode ter influenciado no resultado. Como nao foram utilizados vetores
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bicistronicos contendo o elemento IRES nos trabalhos da literatura, ndao € possivel
garantir que todas as células produtoras de fator IX expressem a mesma quantidade de

y-carboxilase.

Atividade de fator IX produzido em 24 hs/
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Figura 5.23. Comparacio da atividade (A) e da atividade especifica (B) do fator IX produzido
pelas células CHO transfectadas com o vetor pcDNAS/FRT.

Pesquisas recentes descobriram que, quando o gene da proteina calumenina &
silenciado, a producdo de fator IX funcional aumenta, aumentando também a atividade
da y-carboxilase e da VKORCI1. Com a co-expressdo do fator IX e da enzima VKORC1
acrescido do silenciamento da proteina calumenina em 78%, células BHK produziram
80% de fator IX funcional, enquanto que células BHK que co-expressavam as mesmas
proteinas, porém sem ter o gene da calumenina silenciado, produziram 50% de fator IX
funcional (WAJIH et al., 2006). Este mesmo grupo supde que haja outras enzimas

envolvidas na y-carboxilacdo que limitam o processamento de todo o fator IX produzido
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pela célula. Uma delas seria a proteina dissulfeto isomerase (PDI), porém, até o
momento, somente ha uma suspeita da participacdo desta enzima na ‘y-carboxilacio

(WAIJIH et al., 2007).

O empenho de pesquisadores para melhorar a producdo do fator IX funcional
mostra a importancia de um bom clone produtor para o processo de produgao do fator
IX em larga escala. O aumento da producdo de fator IX funcional pela célula pode

aumentar muito o rendimento final do processo.

111



6. CONCLUSOES E SUGESTOES

No presente trabalho, foi comprovado que o sistema de integracao sitio-dirigida
(vetor pcDNAS/FRT) é mais eficiente que o sistema de integracdo aleatéria (vetor
pIRES). Portanto, o sistema FRT é uma ferramenta promissora para aumentar a

expressao de proteinas recombinantes.

Observou-se também que a utilizacdo do elemento IRES defectivo prejudicou a
expressdo do fator IX em vetores bicistronicos, quando este foi localizado no primeiro
cistron, em relacdo a expressao do fator IX isoladamente. A literatura mostra que esta
deficiéncia na expressdo ocorre também para outras proteinas. Contudo, a utilizacdo do
elemento IRES normal aumentou a expressao de algumas proteinas, quando estas foram
localizadas no segundo cistron (BOCHKOV & PALMENBERG, 2006). Portanto, para
aumentar a expressao do fator IX, sugere-se localiza-lo apds o elemento IRES normal e
utilizar o vetor de expressio pcDNAS/FRT de integracdo sitio-dirigida. Sugere-se,

também, testar diferentes sequencias de elementos IRES.

Os resultados obtidos no presente trabalho para a produgdo do fator IX co-
expresso com a enzima VKORCI nao foram muito significativos, pois somente foi
possivel estudar sua influéncia em células transfectadas com o vetor pIRES. Como as
células contendo o vetor pIRES obtiveram uma expressdo muito baixa de fator IX, nao
foi percebido nenhum efeito da superexpressio da enzima VKORCI. Para se obter
melhores resultados de produgdo de fator IX funcional sugere-se expressar a enzima
VKORCI em vetores de expressao mais eficientes, como o pcDNAS/FRT, o que nao foi
realizado com €xito neste trabalho. Contudo, seria vélido realizar uma comparacao entre
um vetor bicistronico com o elemento IRES defectivo, com o cDNA da VKORCI no
segundo cistron ¢ o cDNA do fator IX no primeiro, e um vetor bicistrdnico com o
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elemento IRES normal, com o cDNA da VKORCI no primeiro cistron e o cDNA do

fator IX no segundo.

A superexpressdo da enzima y-carboxilase parece prejudicar a secre¢do do fator
IX. Quando sua expressdo aumenta muito, provavelmente, a taxa de 7y-carboxilacdao
diminui tanto que a célula acaba secretando muitas moléculas de fator IX inativas, ja
que a oferta de co-fator (a vitamina K reduzida) é baixa, acarretando a secrecdo de
muitas moléculas de fator IX parcialmente <y-carboxiladas. Portanto, parece que a
expressdo da y-carboxilase endogenemente € suficiente para suprir as necessidades da

célula.

As células CHO apresentaram uma expressdo enddgena baixa da enzima PACE.
Provavelmente, a baixa expressdo desta enzima acarreta a secrecdo de grande
quantidade de fator IX imaturo (com o pré-peptideo). Entretanto, no presente trabalho,
ndo foi determinada a quantidade de fator IX imaturo secretado. Portanto, sugere-se
realizar imunoensaios do tipo ELISA com anticorpos que se liguem apenas no pro-
peptideo (BRISTOL er al., 1993). Como alguns artigos mostraram que € possivel
construir vetores tricistronicos (FUSSENEGGER et al., 1998; LI & ZHANG, 2004;
DOUIN et al., 2004), apesar da provavel instabilidade do vetor, sugere-se construir um
vetor de expressao tricistronico com os genes do fator IX, da VKORCI e da PACE e

expressd-lo em células CHO.

A dificuldade em aumentar a produtividade do fator IX funcional deve-se ao fato
de existirem varias proteinas envolvidas nos processos de modificacdes pOs-
traducionais. Contudo, a linhagem de células animais escolhida pode influenciar na
producdo de fator IX funcional. Por isso, sugere-se fazer um estudo comparativo entre

vérias linhagens de células animais para determinar qual delas processa o fator IX com
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mais eficiéncia. Quando o gene da proteina calumenina foi silenciado em células BHK,
a producdo de fator IX funcional aumentou significativamente (WAJIH ez al., 20006).
Porém, nao foi determinada a influéncia do silenciamento da calumenina em células
CHO. Portanto, sugere-se silenciar o gene da calumenina em células CHO Flp-In"

transfectadas com o cDNA do fator IX clonado no pcDNAS5/FRT.
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ANEXO 1

INICIADORES UTILIZADOS

Iniciadores usados nas reacoes de PCR
Identificacao Sequéncia (5'-3") Tm (°C)
FIX-fwr (Xhol-CTC GAG) ATG CAG CGC GTG GAA CAT 52
FIX-rev (AscI-GGC GCG CCG) GAA AGT GATTAG T 54
Carb-fwr (Xbal-TCT AGA) CAA TGG CGG TGT CTG 55
Carb-rev (NotI-GCG GCC) GCC CCT TCA GAA CTC TGA GTG 55
VKORCI-fwr (Xbal-TCT AGA) GGA GAT AAT GGG CAG CAC 55
VKORCI-rev (NotI-GCG GCC) GCT CATCAG TCC CTC TTA GCC 55
PACE-fwr (Xbal-TCT AGA) GTC CCA GCC ACC TGT C 58
PACE-rev (NotI-GCG GCC) GCG GGC TCA TCA 58
T7 Universal 50
T3 Universal 50
BGH-r Universal 50
Sp6 Universal 50
Iniciadores usados no PCR em tempo real
Identificacio | Sequéncia (5'-3") | Tm (°C)
Gene do Fator IX
FIX 6R ATG TTC GTG TAT TCC TTG TCA GC 56.6
FIX 940 F CAT GAC ATT GCC CTT CTG GAA 55
Gene da g-carboxilase
Carb 2F CCC ACT GCC ACT TGA CTG GAT GTA 60.8
Carb 2R ACA CAG CTT ATC CGG TAG CAC AGG 60.7
Gene da VKORC1
VKORCI 2F ATC AGC TGT TCG CGC GTC TTC TC 61.7
VKORCI 2R GCT GTT GGA TTG ATT GAG GAT GCT GT 59.6
Gene da PACE
PACE 2F TGA CGG CAA GAC AGT GGA TGG G 61.6
PACE 2R TCC CCG AGG CCC AGA CAAAGAT 62.7
Controle endégeno para células CHO-f-actina
B-actina F GCT GAC CGG ATG CAG AAG GAG AT 61
B-actina R GGA GCC ACC GAT CCA CAC AGA G 61.8
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Iniciadores usados no sequenciamento
Identificacio | Sequéncia (5'-3") | Tm °C)
Gene do Fator IX
FIX 3F GAA AAC CAG AAG TCC TGT GAA CC 58.4
FIX 5F AAC TGG ACG AAC CCT TAG TGC 57.8
FIX 4R ACG GGT GAG CTT AGA AGT TTG TG 58.4
FIX-fwr (XhoI-CTC GAG) ATG CAG CGC GTG GAA CAT 52
FIX-rev (AscI-GGC GCG CCG) GAA AGT GATTAGT 54
BGH-r Universal 50
sp6 Universal 50
T7 Universal 50
Gene da y-carboxilase
Carb-fwr (Xbal-TCT AGA) CAA TGG CGG TGT CTG 55
Carb-rev (Notl-GCG GCC) GCC CCT TCA GAA CTC TGA GTG 55
Carb 2F CCC ACT GCC ACT TGA CTG GAT GTA 60.8
Carb 2R ACA CAG CTT ATC CGG TAG CAC AGG 60.7
Carb 3F GGA CGG TCT GCT GAA TG 53.1
Carb 3R AGG GCT AGG TGA TGT CGT 55.5
T3 Universal 50
BGH-r Universal 50
Gene da YKORC1
VKORCI-fwr (Xbal-TCT AGA) GGA GAT AAT GGG CAG CAC 55
VKORCI-rev (NotI-GCG GCC) GCT CATCAG TCC CTC TTA GCC 55
VKORCI1 2F ATC AGC TGT TCG CGC GTC TTC TC 61.7
VKORCI1 2R GCT GTT GGA TTG ATT GAG GAT GCT GT 59.6
BGH-r Universal 50
T3 Universal 50
Gene da PACE
PACE-fwr (Xbal-TCT AGA) GTC CCA GCC ACCTGT C 58
PACE-rev (NotI-GCG GCC) GCG GGC TCA TCA 58
PACE 2F TGA CGG CAA GAC AGT GGA TGG G 61.6
PACE 2R TCC CCG AGG CCC AGA CAAAGAT 62.7
T3 Universal 50
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SEQUENCIAS DOS GENES UTILIZADOS

FATOR IX (Genbank — NM-000133)

ATGCAGCGCGTGAACATGATCATGGCAGAATCACCAGGCCTCATCACCATCTGCCTTTT
AGGATATCTACTCAGTGCTGAATGTACAGTTTTTCTTGATCATGAAAACGCCAACAAAA
TTCTGAATCGGCCAAAGAGGTATAATTCAGGTAAATTGGAAGAGTTTGTTCAAGGGAAC
CTTGAGAGAGAATGTATGGAAGAAAAGTGTAGTTTTGAAGAAGCACGAGAAGTTTTTGA
AAACACTGAAAGAACAACTGAATTTTGGAAGCAGTATGTTGATGGAGATCAGTGTGAGT
CCAATCCATGTTTAAATGGCGGCAGTTGCAAGGATGACATTAATTCCTATGAATGTTGG
TGTCCCTTTGGATTTGAAGGAAAGAACTGTGAATTAGATGTAACATGTAACATTAAGAA
TGGCAGATGCGAGCAGTTTTGTAAAAATAGTGCTGATAACAAGGTGGTTTIGCTCCTGTA
CTGAGGGATATCGACTTGCAGAAAACCAGAAGTCCTGTGAACCAGCAGTGCCATTTCCA
TGTGGAAGAGTTTCTGTTTCACAAACTTCTAAGCTCACCCGTGCTGAGACTGTTTTTCC
TGATGTGGACTATGTAAATTCTACTGAAGCTGAAACCATTTTGGATAACATCACTCAAA
GCACCCAATCATTTAATGACTTCACGCGTGTTGTTGGTGGAGAAGATGCCAAACCAGGT
CAATTCCCTTGGCAGGTTGTTTTGAATGGTAAAGTTGATGCATTCTGTGGAGGCTCTAT
CGTTAATGAAAAATGGATTGTAACTGCTGCCCACTGTGTTGAAACTGGTGTTAAAATTA
CAGTTGTCGCCGGCGAACATAATATTGAGGAGACAGAACATACAGAGCAAAAGCGAAAT
GTGATTCGAATTATTCCTCACCACAACTACAATGCAGCTATTAATAAGTACAACCATGA
CATTGCCCTTCTGGAACTGGACGAACCCTTAGTGCTAAACAGCTACGTTACACCTATTT
GCATTGCTGACAAGGAATACACGAACATCTTCCTCAAATTTGGATCTGGCTATGTAAGT
GGCTGGGGAAGAGTCTTCCACAAAGGGAGATCAGCTTTAGTTCTTCAGTACCTTAGAGT
TCCACTTGTTGACCGAGCCACATGTCTTCGATCTACAAAGTTCACCATCTATAACAACA
TGTTCTGTIGCTGGCTTCCATGAAGGAGGTAGAGATTCATGTCAAGGAGATAGTGGGGGA
CCCCATGTTACTGAAGTGGAAGGGACCAGTTICTITAACTGGAATTATTAGCTGGGGTGA
AGAGTGTGCAATGAAAGGCAAATATGGAATATATACCAAGGTATCCCGGTATGTCAACT
GGATTAAGGAAAAAACAAAGCTCACTTAATGAAAGATGGATTTCCAAGGTTAATTCATT
GGAATTGAAAATTAACAGGCGGNCGCTTTTCCTGAATTCCAGCACACTGGCGGCC

v-CARBOXILASE (Genbank — NM-000821)

ATGGCGGTGTCTGCCGGGTCCGCGCGGACCTCGCCCAGCTCAGATAAAGTACAGAAAGA
CAAGGCTGAACTGATCTCAGGGCCCAGGCAGGACAGCCGAATAGGGAAACTCTTGGGTT
TTGAGTGGACAGATTTGTCCAGTTGGCGGAGGCTGGTGACCCTGCTGAATCGACCAACG
GACCCTGCAAGCTTAGCTGTICTTITCGTITTITCTTITTITGGGTTCTTGATGGTGCTAGACAT
TCCCCAGGAGCGGGGCTCAGCTCTCTGGACCGGAAATACCTTGATGGGCTGGATGTIGTIG
CCGCTTCCCCTTGCTGGATGCCCTACGCCCACTGCCACTTGACTGGATGTATCTTGTICT
ACACCATCATGTTTCTGGGGGCACTGGGCATGATGCTGGGCCTGTGCTACCGGATAAGC
TGTGTGTTATTCCTGCTGCCATACTGGTATGTGTTTCTCCTGGACAAGACATCATGGAA
CAACCACTCCTATCTGTATGGGTTGTTGGCCTTTCAGCTAACATTCATGGATGCAAACC
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ACTACTGGTCTGTGGACGGTCTGCTGAATGCCCATAGGAGGAATGCCCACGTGCCCCTT
TGGAACTATGCAGTGCTCCGTGGCCAGATCTTCATTGTGTACTTCATTGCGGGTGTGAA
AAAGCTGGATGCAGACTGGGTTGAAGGCTATTCCATGGAATATTTGTCCCGGCACTGGC
TCTTCAGTCCCTTCAAACTGCTGTTGTCTGAGGAGCTGACTAGCCTGCTGGTCGTGCAC
TGGGGTGGGCTGCTGCTTGACCTCTCAGCTGGTTTCCTIGCTCTTTTTTGATGTCTCAAG
ATCCATTGGACTGTTCTTTGTGTCCTACTTCCACTGCATGAATTCCCAGCTTTTCAGCA
TTGGTATGTTCTCCTACGTCATGCTGGCCAGCAGCCCTICICTITCTGCTCCCCTGAGTGG
CCTCGGAAGCTGGTGTCCTACTGCCCCCGAAGGTTGCAACAACTGTTGCCCCTCAAGGC
AGCCCCTCAGCCCAGTGTTTCCTGTGTGTATAAGAGGAGCCGGGGCAAAAGTGGCCAGA
AGCCAGGGCTGCGCCATCAGCTGGGAGCTGCCTTCACCCTGCTCTACCTCCTGGAGCAG
CTATTCCTGCCCTATTCTCATTTTCTCACCCAGGGCTATAACAACTGGACAAATGGGCT
GTATGGCTATTCCTGGGACATGATGGTGCACTCCCGCTCCCACCAGCACGTGAAGATCA
CCTACCGTGATGGCCGCACTGGCGAACTGGGCTACCTTAACCCTGGGTATTTACACAGA
GTCGGCGATGGAAGGATCATGCAGACATGCTGAAGCAATATGCCACTTGCCTGAGCCGC
CTGCTTCCCAAGTATAATGTCACTGAGCCCCAGATCTACTTTGATATTTGGGTCTCCAT
CAATGACCGCTTCCAGCAGAGGATTTTTGACCCTCGTGTGGACATCGTGCAGGCCGCTT
GGTCACCCTTTCAGCGCACATCCTGGGTGCAACCACTCTTGATGGACCTGTCTCCCTGG
AGGGCCAAGTTACAGGAAATCAAGAGCAGCCTAGACAACCACACTGAGGTGGTCTTCAT
TGCAGATTTCCCTGGACTGCACTTGGAGAATTTTGTGAGTGAAGACCTGGGCAACACTA
GCATCCAGCTGCTGCAGGGGGAAGTGACTGTGGAGCTTGTGGCAGAACAGAAGAACCAG
ACTCTTCGAGAGGGAGAAAAAATGCAGTTGCCTGCTGGTGAGTACCATAAGGTGTATAC
GACATCACCTAGCCCTTCTTGCTACATGTACGTCTATGTCAACACTACAGAGCTTGCAC
TGGAGCAAGACCTGGCATATCTGCAAGAATTAAAGGAAAAGGTGGAGAATGGAAGTGAA
ACAGGGCCTCTACCCCCAGAGCTGCAGCCTCTGTTGGAAGGGGAAGTAAAAGGGGGCCC
TGAGCCAACACCTCTGGTTCAGACCTTTCTTAGACGCCAACAAAGGCTCCAGGAGATTG
AACGCCGGCGAAATACTCCTTTCCATGAGCGATTCTTCCGCTTCTTGTTGCGAAAGCTC
TATGTCTTTCGCCGCACTTCCTGATGACTTGTATCTCACTTCGAAATCTGATATTAGGC
CGTCCTTCCCTGGAGCAGCTGGCCCAGGAGGTGACTTATGCAAACTTGAGACCCTTITGA
GGCAGTTGGAGAACTGAATCCCTCAAACACGGATTCTTCACATTCTAATCCTCCTGAGT
CAAATCCTGATCCTGTCCACTCAGAGTTCTGA

VKORCI1 (Genbank — NM-024006)

TCTAGAGGAGATAATGGGCAGCACCTGGGGGAGCCCTGGCTGGGTGCGGCTCGCTCTTT
GCCTGACGGGCTTAGTGCTCTCGCTCTACGCGCTGCACGTGAAGGCGGCGCGCGCCCGG
GACCGGGATTACCGCGCGCTCTGCGACGTGGGCACCGCCATCAGCTGTTCGCGCGTCTT
CTCCTCCAGGTGGGGCAGGGGTTTCGGGCTGGTGGAGCATGTGCTGGGACAGGACAGCA
TCCTCAATCAATCCAACAGCATATTCGGTTIGCATCTITCTACACACTACAGCTATTIGTTA
GGTTGCCTGCGGACACGCTGGGCCTCTGTCCTGATGCTGCTGAGCTCCCTGGTGTCTCT
CGCTGGTTCTGTCTACCTGGCCTGGATCCTGTTCTTCGTGCTCTATGATTTCTGCATTG
TTTGTATCACCACCTATGCTATCAACGTGAGCCTGATGTGGCTCAGTTTCCGGAAGGTC
CAAGAACCCCAGGGCAAGGCTAAGAGGCACTGATGAGCGGCCCCTGAATTCTGCAGATA
TCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAG

137



PACE (Genbank — NM-002569)

CGAGGCCCTGTGACCAGGCCAAGGAGACGGGCGCTCCAGGGTCCCAGCCACCTGTCCCC
CCCATGGAGCTGAGGCCCTGGTTGCTATGGGTGGTAGCAGCAACAGGAACCTTGGTCCT
GCTAGCAGCTGATGCTCAGGGCCAGAAGGTCTTCACCAACACGTGGGCTGTGCGCATCC
CTGGAGGCCCAGCGGTGGCCAACAGTGTGGCACGGAAGCATGGGTTCCTCAACCTGGGC
CAGATCTTCGGGGACTATTACCACTTCTGGCATCGAGGAGTGACGAAGCGGTCCCTGTC
GCCTCACCGCCCGCGGCACAGCCGGCTGCAGAGGGAGCCTCAAGTACAGTGGCTGGAAC
AGCAGGTGGCAAAGCGACGGACTAAACGGGACGTGTACCAGGAGCCCACAGACCCCAAG
TTTCCTCAGCAGTGGTACCTGTCTGGTGTCACTCAGCGGGACCTGAATGTGAAGGCGGC
CTGGGCGCAGGGCTACACAGGGCACGGCATTGTGGTICTCCATTCTGGACGATGGCATCG
AGAAGAACCACCCGGACTTGGCAGGCAATTATGATCCTGGGGCCAGTTTTGATGTCAAT
GACCAGGACCCTGACCCCCAGCCTCGGTACACACAGATGAATGACAACAGGCACGGCAC
ACGGTGTGCGGGGGAAGTGGCTGCGGTGGCCAACAACGGTGTCTGTGGTGTAGGTGTGG
CCTACAACGCCCGCATTGGAGGGGTGCGCATGCTGGATGGCGAGGTGACAGATGCAGTG
GAGGCACGCTCGCTGGGCCTGAACCCCAACCACATCCACATCTACAGTGCCAGCTGGGG
CCCCGAGGATGACGGCAAGACAGTGGATGGGCCAGCCCGCCTCGCCGAGGAGGCCTTICT
TCCGTGGGGTTAGCCAGGGCCGAGGGGGGCTGGGCTCCATCTTTGTCTGGGCCTCGGGG
AACGGGGGCCGGGAACATGACAGCTGCAACTGCGACGGCTACACCAACAGTATCTACAC
GCTGTCCATCAGCAGCGCCACGCAGTTTGGCAACGTGCCGTGGTACAGCGAGGCCTGCT
CGTCCACACTGGCCACGACCTACAGCAGTGGCAACCAGAATGAGAAGCAGATCGTGACG
ACTGACTTGCGGCAGAAGTGCACGGAGTCTCACACGGGCACCTCAGCCTCTGCCCCCTT
AGCAGCCGGCATCATTGCTCTCACCCTGGAGGCCAATAAGAACCTCACATGGCGGGACA
TGCAACACCTGGTGGTACAGACCTCGAAGCCAGCCCACCTCAATGCCAACGACTGGGCC
ACCAATGGTGTGGGCCGGAAAGTGAGCCACTCATATGGCTACGGGCTTTTGGACGCAGG
CGCCATGGTGGCCCTGGCCCAGAATTGGACCACAGTGGCCCCCCAGCGGAAGTGCATCA
TCGACATCCTCACCGAGCCCAAAGACATCGGGAAACGGCTCGAGGTGCGGAAGACCGTG
ACCGCGTGCCTGGGCGAGCCCAACCACATCACTCGGCTGGAGCACGCTCAGGCGCGGLT
CACCCTGTCCTATAATCGCCGTGGCGACCTGGCCATCCACCTGGTCAGCCCCATGGGCA
CCCGCTCCACCCTGCTGGCAGCCAGGCCACATGACTACTCCGCAGATGGGTTTAATGAC
TGGGCCTTCATGACAACTCATTCCTGGGATGAGGATCCCICTIGGCGAGTGGGTCCTAGA
GATTGAAAACACCAGCGAAGCCAACAACTATGGGACGCTGACCAAGTTCACCCTCGTAC
TCTATGGCACCGCCCCTGAGGGGCTGCCCGTACCTCCAGAAAGCAGTGGCTGCAAGACC
CTCACGTCCAGTCAGGCCTGTGTGGTGTGCGAGGAAGGCTTCTCCCTGCACCAGAAGAG
CTGTGTCCAGCACTGCCCTCCAGGSTTCGCCCCCCAAGTCCTCGATACGCACTATAGCA
CCGAGAATGACGTGGAGACCATCCGGGCCAGCGTCTGCGCCCCCTGCCACGCCTCATGT
GCCACATGCCAGGGGCCGGCCCTGACAGACTGCCTCAGCTGCCCCAGCCACGCCTCCTT
GGACCCTGTGGAGCAGACTTGCTCCCGGCAAAGCCAGAGCAGCCGAGAGTCCCCGCCAC
AGCAGCAGCCACCTCGGCTGCCCCCGGAGGTGGAGGCGGGGCAACGGCTGCGGGCAGGG
CTGCTGCCCTCACACCTGCCTGAGGTGGTGGCCGGCCTCAGCTGCGCCTTCATCGTGCT
GGTCTTCGTCACTGTCTTCCTGGTCCTGCAGCTGCGCTCTGGCTTTAGTTTTCGGGGGG
TGAAGGTGTACACCATGGACCGTGGCCTCATCTCCTACAAGGGGCTGCCCCCTGAAGCC
TGGCAGGAGGAGTGCCCGTCTGACTCAGAAGAGGACGAGGGCCGGGGCGAGAGGACCGL
CTTTATCAAAGACCAGAGCGCCCTCTGATGAGCC
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