N
jé ."":‘. o P P E
X C
Instituto Alberto Luiz Coimbra de U F RJ
Pés-Graduagao e Pesquisa de Engenharia

CULTIVO DE CELULAS ANIMAIS PARA A
PRODUCAO DE FRAGMENTOS Fc DE ANTICORPOS

Luiz Yamauchi Junior

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-graduacdo em Engenharia
Quimica, COPPE, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Mestre em
Engenharia Quimica.

Orientadores: Leda dos Reis Castilho

Brandon James DeKosky

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2020



CULTIVO DE CELULAS ANIMAIS PARA A
PRODUCAO DE FRAGMENTOS Fc DE ANTICORPOS

Luiz Yamauchi Junior

DISSERTACAO SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO INSTITUTO ALBERTO LUIZ
COIMBRA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA DE ENGENHARIA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS REQUISITOS
NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM CIENCIAS EM
ENGENHARIA QUIMICA.

Orientadores: Leda dos Reis Castilho
Brandon James DeKosky

Aprovada por: Prof2, Leda dos Reis Castilho
Prof. Brandon James DeKosky
Prof. Tito Livio Moitinho Alves
Prof. André Macedo Vale

RIO DE JANEIRO, RJ - BRASIL
FEVEREIRO DE 2020



Yamauchi Junior, Luiz

Cultivo de Células Animais para a Producdo de
Fragmentos Fc de Anticorpos/ Luiz Yamauchi Junior. — Rio
de Janeiro; UFRJ/COPPE, 2020.

XVI, 80 p.:il.; 29,7 cm.

Orientadores: Leda dos Reis Castilho

Brandon James DeKosky

Dissertacdo (Mestrado) — UFRJ/COPPE/Programa de
Engenharia Quimica, 2020.

Referéncias Bibliograficas: p. 70-80.

1. Células animais. 2. Fragmento Fc. 3. Anticorpos. 4.
Transfec¢do. |. Castilho, Leda dos Reis et al. Il
Universidade Federal do Rio de Janeiro, COPPE,
Programa de Engenharia Quimica. Ill. Titulo.




AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a Deus, que sempre me mostrou os melhores caminhos

e os melhores desafios para vencer constantemente.

A minha familia, que, mesmo distante, me apoia incondicionalmente e sempre
me apoiou. Meu pai Luiz, minha mée Sénia, Henrique, Mariana e Eva. Sem vocés nao

sou nada, ndo conseguiria ir a lugar algum.

A COPPE e PEQ, bem como a toda equipe de professores e funcionarios, pela
oportunidade de realizar um mestrado em uma das melhores, se ndo a melhor,
instituicdo em termos de estrutura e qualidade para pos-graduacao no Brasil. Pressdes
a parte, a continua busca pela exceléncia dos alunos e professores € algo que qualquer
instituicdo de ensino do mundo deveria se espelhar.

Ao orgao fomentador CNPq, pelo fornecimento da bolsa de mestrado, e aos prof.
Leda e Brandon, por viabilizar esse projeto nos aspectos financeiros e técnicos.

Aos companheiros de pos-graduacao, que de uma forma ou outra me ajudaram
a crescer e me manter focado para esse momento. Em especial, Thiago, José Roberto,
Tetsuo, Renato, Pedro, Milena, Guilherme, Cyntia, Eduardo, Jodo Victor e muitos outros.

Aos meus orientadores, Profd. Leda e Prof. Brandon, além de considera-los
profissionais excepcionais, 0s vejo como verdadeiras estrelas em suas areas. Em
especial a professora Leda, gue me acompanhou com tanta paciéncia e compreensao,
sem nunca perder o sorriso e a didatica, mesmo em épocas mais corridas e
conturbadas. Sua exceléncia em praticamente todas as esferas da sua vida é
impressionante e fico feliz que pude acompanhar de perto sua nova empreitada como

mae da querida Laurinha.

A0S meus amigos, 0S quais nao nomearei, mas que sabem que me ajudaram,

antes ou durante o mestrado. Cada um me fez crescer e espero que saibam disso.

Por fim, um agradecimento enorme e emocionado aos meus colegas e
companheiros do LECC, que me ensinaram muito em varias esferas do conhecimento
e passaram mais tempo comigo nesses ultimos anos que boa parte dos meus amigos,
tornando-se também meus queridos amigos. Agradeco a cada um por ter passado por
minha vida, Alexandre, Tulio, Matheus, Maycou, Nathalia, Renata, Luiz Fernando, lona,
Federico, Pedro, Wallace, Sanclayver, Thay, Lucas, Bruce, Juvissan e Jasper. Um

agradecimento a parte para o Rimenys, que me ensinou demais.



“O correr da vida embrulha tudo.

A vida € assim: esquenta e esfria,
aperta e dai afrouxa,

sossega e depois desinquieta.

O que ela quer da gente é coragem”.

Guimarées Rosa



Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

CULTIVO DE CELULAS ANIMAIS PARA A
PRODUCAO DE FRAGMENTOS Fc DE ANTICORPOS

Luiz Yamauchi Junior

Fevereiro/2020

Orientadores: Leda dos Reis Castilho

Brandon James DeKosky

Programa: Engenharia Quimica

Este trabalho investigou a geracéo de populacdes estaveis de células HEK293-
3F6 recombinantes produtoras do fragmento cristalizavel (Fc) de anticorpos humanos e
o cultivo celular destas populagdes, utilizando para a transfeccao distintas construcdes
génicas que diferiam entre si em relacdo ao peptideo sinal, a muta¢cdes com impacto na
formacdo de dimeros ou na atividade biologica e em relacdo ao linker empregado.
Foram geradas 14 populacdes celulares estaveis produtoras de diferentes proteinas Fc
por meio de transfeccdo com lipideos catibnicos, tendo-se verificado que o reagente
Lipofectamine 3000 foi mais eficaz do que o reagente Mirus TranslIT-2020. Dos quatro
peptideos sinal testados, PS1 e PS2 mostraram-se os mais eficientes na expressao das
proteinas Fc secretadas por células HEK293, em experimentos realizados em batelada
em tubos ventilados. A mutacdo para evitar a dimerizacdo das subunidades do
fragmento Fc ndo foi bem-sucedida, havendo a incidéncia de dimeros na presenca desta
mutacédo. As populagbes HEK.Fcl e HEK.Fc9, que se acredita serem mais promissoras,
foram estudadas em maiores detalhes. No cultivo da populagdo HEK.Fcl em
pseudoperfusdo em pequena escala, foi observada a maior Xvmax encontrada na
literatura para células HEK293 nessas condices (62-10° cél/mL). No cultivo em
batelada em biorreator de tanque agitado, a populacdo celular HEK.Fcl apresentou o

melhor desempenho em termos de crescimento celular e expressao proteica.
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This work assessed the generation of Fc antibody fragment producing HEK293-
3F6 recombinant cell populations and their cell culture, using for transfection different
genic constructs that differ from each other in relation to signal peptide, mutations on
dimer formation and biological activity, and linker type. 14 stable Fc protein producing
cell populations were generated through transfection with cationic lipids, it was observed
that Lipofectamine 3000 reagent was more effective than Mirus TransIT-2020 reagent.
Among four signal peptides tested, PS1 and PS2 were the most efficient for Fc fragment
secretion by HEK293 cells in batch experiments in vented tubes. It was observed by
SDS-PAGE analysis that the monomerization mutation was unsuccessful in avoiding
dimer expression. HEK.Fc1l and HEK.Fc9 cell populations, which were believed to be
the most promising, were chosen to be studied with more details. In pseudo-perfusion
culture of HEK.Fc1 cell population in vented tubes it was recorded the highest viable cell
density for HEK293 cells in the literature (62-10° cell/mL). In stirred tank bioreactor batch

culture, HEK.Fc1 showed the best performances in cell growth and protein expression.
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Tipo selvagem/nativo: auséncia de mutacao (do inglés wild type)
Concentracao de células viaveis

Concentracdo maxima de células viaveis

XVi



1 INTRODUCAO

Os medicamento comumente denominado biofarmacos sdo baseados em
proteinas ou acidos nucleicos, sendo produzidos por organismos engenheirados, sem
gue seja extraido diretamente de uma fonte biol6gica nativa. Atualmente, a maioria dos
biofarmacos é produzida por tecnologia do DNA recombinante em células animais
cultivadas em biorreatores (WALSH, 2002). Com o amadurecimento das tecnologias
envolvendo a producdo de biofarmacos, o nimero de novos produtos tem crescido
rapidamente. Os anticorpos monoclonais e seus derivados sédo a principal e mais
lucrativa classe de biofarmacos, com 123 bilhdes de délares em volume de vendas em
2017 (WALSH, 2018).

O primeiro passo para geragdo de um novo produto biofarmacéutico € o desenho
da sequéncia de DNA referente a proteina que se deseja produzir. Essa sequéncia deve
ser incorporada a célula hospedeira, para que a mesma se torne capaz de produzir a
proteina de forma adequada. A insercdo do gene da proteina de interesse pode ocorrer
em diferentes sitios do genoma nas células transfectadas. Logo, para se obter altas
produtividades na producdo da proteina de interesse, é necessaria a selecdo das
subpopulacfes e, se possivel, dos clones mais produtivos a partir da populacdo de
células transfectadas e que teve o DNA exdégeno incorporado ao seu genoma (CASTAN

et al., 2018).

O cultivo de células animais em biorreatores para a producdo de proteinas
complexas é a estratégia mais amplamente utilizada na industria para se obter grandes
quantidades de proteinas terapéuticas. A otimizacdo do cultivo de células inclui
melhorias na composicao de meios e no controle de processos, além do cultivo em altas
concentracdes celulares, o que tem possibilitado atingir concentragfes na ordem de
gramas por litros, centenas de vezes superior ao produzido décadas atrdas (WURM,
2004). Diferentes modos de operacdo podem ser utilizados, como batelada simples,
batelada alimentada, modo continuo e perfusdo. Atualmente, na indudstria
biofarmacéutica, ha uma forte tendéncia para o uso de cultivos em perfuséo, que é uma
variacdo do modo continuo utilizando-se dispositivos para a retencdo das células no
biorreator e obtendo-se de forma continua o produto em concentracdes elevadas
(LINDSKOG, 2018a).



O fragmento cristalizavel (Fc) de imunoglobulinas pertence a regido constante da
cadeia pesada dos anticorpos. A principal utilizacao do fragmento de anticorpo Fc € em
proteinas de fusdo, que consistem no fragmento Fc diretamente ligado a uma molécula
ou proteina de interesse com atividade biolégica terapéutica (CHAMOW et al., 2014).
As principais vantagens de se construir uma proteina de fusdo contendo o fragmento Fc
residem no aumento do tempo de meia-vida da molécula fusionada no corpo do
paciente, seja por maior estabilidade da molécula ou por mecanismos que evitam sua
eliminacao pelo corpo, além de se poder utilizar da mesma estratégia de purificacdo que
€ utilizada para os mAbs (CZAJKOWSKY et al., 2012). Outra vantagem € a possibilidade
de modulacéo das fun¢des efetoras imunes pelo fragmento Fc, sendo possivel promover
ou diminuir a resposta imune associada a ligacdo com o receptor FcR (KELLNER et al.,
2017).

As proteinas de fusdo contendo o fragmento Fc de anticorpo, ou simplesmente
proteinas de fusado Fc, representaram sozinhas vendas mundiais de U$ 19,7 bilh6es em
2017, tendo dois produtos entre os dez biofarmacos mais vendidos: Enbrel®
(Amgen/Pfizer) com U$ 8,34 bilhdes e Eylea® (Regeneron/Bayer) com U$ 5,93 bilhdes
em vendas no mesmo ano (WALSH, 2018). O numero de aprovacdes de proteinas de
fusdo Fc vem aumentando e as aplicacfes desta classe de biofarmacos vém se
diversificando (WALSH, 2018).

Considerando o fragmento Fc como parte estruturante de uma importante classe
de derivados de anticorpos, este estudo propde a investigacdo da expressdo de
fragmentos Fc com modificagfes estruturais em células animais da linhagem HEK293
(human embryonic kidney cells). As células foram transfectadas com vetores contendo
construcdes génicas codificando a proteina Fc de IgG humana com modificagbes em
relagéo ao peptideo sinal usado, a muta¢cdes com impacto na atividade bioldgica ou na
formagao de dimeros, assim como variagbes em um “linker” presente na regido N-
terminal. Foram geradas populag@es celulares recombinantes estaveis expressando 0s
14 tipos de proteinas Fc. Essas populacdes foram caracterizadas em estudos cinéticos
e 0 cultivo das populacdes mais promissoras foi em seguida investigado em diferentes

modos de operacao em diferentes escalas, buscando otimizar a producéo das proteinas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anticorpos monoclonais e seus derivados

Os anticorpos sao glicoproteinas da classe das imunoglobulinas, sao
naturalmente produzidas no organismo por linfocitos B em humanos ou outras espécies.
Os anticorpos monoclonais (mAb, do inglés monoclonal antibodies) sdo anticorpos
derivados de um clone de linfécito B e possuem a capacidade de se ligarem
especificamente a um epitopo de um antigeno, podendo ser moléculas enddégenas ou
exogenas ao corpo, assim, induzindo a identificagdo e neutralizacdo dos mesmos
(MURPHY, 2014). Estima-se que existam mais de 1 bilhdo de diferentes clones de
linfécitos B produzindo anticorpos monoclonais no corpo humano, sendo que cada mAb
possui maior afinidade para o reconhecimento de Unico antigeno (TAMASHIRO e
AUGUSTO, 2008).

Inicialmente produzidos a partir do soro policlonal de animais imunizados a baixos
volumes e com pouca padronizagdo, os anticorpos passaram a ser produzidos na forma
monoclonal, de especificidade Unica, in vitro, em 1975, devido a tecnologia de
hibridomas, que consiste na fusdo de um linfécito B com uma célula tumoral,
denominada mieloma, permitindo a propagac¢éo indefinida do linfocito em um sistema
de cultivo in vitro, para a producao de um unico tipo de anticorpo de especificidade Unica
(monoclonal) (KOHLER e MILSTEIN, 1975). A técnica inicialmente permitia apenas a
producdo de mAbs de origem murina, que resultava em reac¢des imunogénicas nos
pacientes. Com técnicas de biologia molecular, foi possivel produzir mAbs
humanizados, com a substituicdo de partes do anticorpo murino por parte do humano,
ou completamente humano, que reduziu o potencial imunogénico da administracdo em
pacientes humanos (JAGSCHIES, 2018).

Anticorpos monoclonais e seus derivados sdo utilizados para tratamento de varias
doencas, desde algumas com poucos milhares de pacientes no mundo, como a
sindrome periodica associada a criopirina, até doencas que afetam milhGes de
pacientes, como asma e artrite (ECKER et al., 2015). O potencial terapéutico dos mAbs
€ extenso e continua a ser expandido. Seu uso em imunoprofilaxia e imunoterapia é

aplicado a doencas infecciosas e para evitar rejeicdo de 6rgéos transplantados, e podem
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ser usados também como carreadores de substéncias téxicas a tumores ou na
identificacdo e tratamento de neoplasmas. Sua aplicacdo inclui tratamento de diversos
tipos de cancer, doencas autoimunes, artrite e doencas metabdlicas (MAHMUDA et al.,
2017).

A estrutura de anticorpos monoclonais do tipo IgG (massa molecular de
aproximadamente 150 kDa) é comumente representada pela letra Y (Figura 2.1), pois a
molécula é composta por duas cadeias pesadas idénticas (cerca de 50 kDa cada) e
duas cadeias leves idénticas (cerca de 25 kDa cada). Além da IgG, existem outros tipos
de imunoglobulinas (IgM, IgD, IgA e IgE). Os tipos sao determinados pelos cinco isotipos
de cadeias pesadas existentes, denominadas p, 0, y, a e g, respectivamente. Existem
dois isotipos de cadeia leves, denominadas A e k, contudo sem disting&o funcional entre
elas, podendo ser encontradas em qualquer subtipo de anticorpo. A maior parte dos
anticorpos monoclonais aprovados para uso terapéutico é do tipo IgG, que também € o
mais comumente encontrado no corpo humano. IgGs podem, ainda, ser de diferentes
subclasses (IgG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e IgG4), sendo IgG1l a mais comum (MURPHY,
2014).

regido de reconhecimento de antigeno sitio de
a) X =S b) reconhecimento
do antigeno \'A
cadeia regiao
Fab leve N variavel
VH
_ dobradiga
cadeia dobradiga i li =
pesada regiao _ligagoes
” constante  dissulfidicas Cu2
(¢
carboidrato
Cu3
Figura 2.1 - Representagcbes esquematicas de uma imunoglobulina G.

(a) Denominacdes das regibes do anticorpo com base em fragmentos (Fab e Fc),
conservacado entre anticorpos (regido constante e variavel) e tipo das cadeias (leve e
pesada); (b) Composi¢cdo dos dominios e partes que compdem o anticorpo: dominios
variaveis da cadeia leve (V) e pesada (V1) e dominios constantes das cadeias leve (C.)
e pesada (Cul, Cn2, Cn3). Adaptado de MURPHY (2014).

Quando completamente enovelado, o anticorpo pode ser dividido em trés
fragmentos globulares funcionais de massa molecular aproximadamente igual: dois
fragmentos Fab e um fragmento Fc, que sdo ligados por uma cadeia polipeptidica

flexivel, denominada de dobradica (hinge region, em inglés) (MURPHY, 2014).



Cada fragmento de ligacao ao antigeno (Fab, do inglés antigen binding fragment)
tem como funcao reconhecimento dos antigenos e € composto por uma cadeia leve
completa pareada com o dominio variavel Vy e 0 dominio Cy1 da cadeia pesada, sendo
altamente variavel entre os tipos anticorpos monoclonais, 0 que possibilita a
identificacdo de diversas moléculas de forma especifica. O fragmento cristalizavel (Fc)
interage com o0s receptores FCR das células do sistema imune e é composto pelos
dominios constantes Cn2 e Cny3 da cadeia pesada. A regido Fc é conservada entre
anticorpos do mesmo subtipo e da mesma espécie, ou seja, sua composicao varia entre
diferentes subtipos e diferentes organismos (MURPHY, 2014). Os receptores Fc (FcR)
sao expressos na superficie de varias células do sistema imune e se ligam a regido Fc
de imunoglobulinas, possuindo especificidade para IgG (FcyR), IgA (FcaR), IgE (FceR),
IgD (FcdR) ou IgM (FcpuR) (KOENDERMAN, 2019).

2.1.1 Fragmento Fc

Os fragmentos Fab e Fc, de aproximadamente 50 kDa cada, podem ser utilizados
para fins terapéuticos na forma fragmentos de anticorpo, proteinas de fusdo ou
conjugados anticorpo-farmaco, que sdo referidos coletivamente como produtos

derivados de anticorpos monoclonais (ECKER et al., 2015).

As proteinas de fusdo Fc sdo uma das principais categorias de derivados de mAbs
e em amplo crescimento, consistindo do fragmento Fc de um anticorpo, em geral IgG,
ligado a uma proteina ou a um peptideo (Figura 2.2). A molécula fusionada pode ser
gualquer molécula proteica de interesse, como um ligante que ativa um receptor celular,
um peptideo que reconhece um patégeno ou uma proteina que se liga a moléculas
especificas para identificagdo (CZAJKOWSKY et al., 2012). Dos onze biofarmacos
aprovados que utilizam o fragmento Fc em sua estrutura, com exce¢do dos proprios
anticorpos monoclonais completos, oito deles sao fusionados com proteinas, dois com
peptideos e um com um peptideo de direcionamento a um tecido especifico (STROHL,
2018).

Segundo dados de 2018, além das 11 proteinas de fusdo que utilizam o fragmento
Fc, havia 23 proteinas de fusdo Fc em fase | ou Il de desenvolvimento clinico e
3 candidatos em fase Ill (STROHL, 2018). Nao existem biofarmacos comercializados

qgue sejam compostos do fragmento Fc isolado, sem ser conjugado com outra molécula,



ao contréario do fragmento Fab, é a base de quatro biofarmacos aprovados, compostos

por essa porcao do anticorpo isolada (STROHL, 2018).
a) Receptor Proteina

19G1 humano
tran;membrana ] g de fusdo

ECD -
- Proteina de interesse
Dominio Extracelular

™ - i do receptor

Regiao Fc
Dobradi¢a (hinge)
Cy2
Ch3

ICD -

b)

Figura 2.2 — Proteinas de fusé@o Fc. (a) Representacdo da formacdo de uma proteina
de fuséo a partir do dominio extracelular (ECD) de um receptor transmembrana com o
fragmento Fc de um anticorpo IgG1. Legenda: dominio transmembrana (TM), dominio
intracelular (ICD) e dominios constantes da cadeia pesada (Cuh2 e Cu3). (b)
Representacdes de diferentes proteinas de fusdo aprovadas para uso terapéutico: (i)
Alefacept, (i) Abatacept, (iii) Belatacept (iv) Romiplostim e (v) Eftrenonacog alfa.
Adaptados de CHAMOW et al. (2014).

O uso do fragmento Fc em proteinas de fusé@o e outros derivados de mAbs traz
beneficios bioldgicos e propriedades farmacoldgicas adicionais. A propriedade mais
importante é o aumento do tempo de meia-vida da molécula na corrente sanguinea, que
prolonga a sua atividade terapéutica. A interagcdo do fragmento Fc com o receptor
neonatal Fc (FcRn), presente em células do sistema imune, impede que as proteinas
sejam destruidas por essas células, retornando-as de volta ao plasma, fungdo chamada
de reciclagem de anticorpos. Além disso, o alto tamanho molecular do fragmento Fc
diminui a eliminacdo por via renal, que ocorre por filtragdo de particulas de baixo
didmetro nominal nos rins, tornando-se particularmente interessante no caso da fuséo
a peptideos e proteinas de interesse pequenos, que seriam rapidamente eliminadas por
filtrac&o renal se administradas isoladamente no paciente (CZAJKOWSKY et al., 2012;

RAJPAL et al., 2014).



No caso de produtos voltados para tumores, algumas funcdes efetoras mediadas
pelo fragmento Fc sdo particularmente importantes para que 0s anticorpos e seus
derivados promovam a morte das células cancerigenas, como a citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC), a fagocitose celular dependente de anticorpo (ADCP)
e a citotoxicidade dependente de complemento (CDC) (KELLNER et al., 2017). Um
aumento dessas fun¢des pode ser alcancado por mudancas na glicosilacao da regido
Fc, como diminuicéo ou eliminacdo de glicoformas fusosiladas, o que aumenta a ligacéo
com o receptor FcyRIlla, como é o caso do obinutuzumab (Gazyva®), indicado para o
tratamento de leucemia linfocitica crénica, Unico mAb aprovado que utiliza essa
estratégia (KELLNER et al., 2017). Para diminuir as fun¢Bes imunes efetoras, as
estratégias mais comuns sdo a substituicdo de aminoacidos da regido Fc ou da
dobradica, reduzindo a sialilagdo dos glicanos ou reduzindo a ocupacéo dos sitios de
glicosilacdo. Atualmente, um anticorpo monoclonal e duas proteinas de fusédo aprovados
utiizam modificagbes na regido Fc com esse proposito, sendo que dois utilizam
modificagBes na dobradica (abatacept e belatacept) e um possui um fragmento Fc
hibrido de 19G2/IgG4 (eculizumab) (STROHL, 2018).

O fragmento cristalizavel Fc se enovela naturalmente de forma estavel e
independente. Essa propriedade € explorada para o aumento da estabilidade da
molécula fusionada ao fragmento Fc em proteinas de fusdo, como no caso dos
medicamentos aprovados Aprolix® (Eftrenonacog alfa) e Eloctate® (Efmoroctocog alfa),
nos quais a conjugagdo com o fragmento Fc aumenta a estabilidade dos fatores
sanguineos IX e VI, respectivamente, moléculas conhecidamente instaveis
(CZAJKOWSKY et al., 2012; JAFARI et al., 2017).

Do ponto de vista tecnolégico, a presencga da regido Fc permite a utilizacdo da
efetiva e bem-estabelecida purificagdo por cromatografia de afinidade por proteina A,
gue é a estratégia mais utilizada para a purificagdo de anticorpos monoclonais e seus
derivados (CZAJKOWSKY et al., 2012). A subclasse de imunoglobulina mais utilizada
para anticorpos monoclonais ou fragmento Fc de proteinas de fusdo é a IgG1, devido a
caracteristicas como alta neutralizacao, eficiente recrutamento de mecanismos efetores

e longo tempo de meia-vida de residéncia no plasma (RAJPAL et al., 2014).



2.1.2 Aplicagao de mADbs e derivados

Os anticorpos monoclonais e seus derivados possuem ampla aplicacdo
terapéutica, inclusive, varios possuem como alvo mais de uma doencga, sobretudo no
caso de cancer, como linfomas, mielomas, melanomas e sarcomas, € de doencas

autoimunes, como artrite, lupus, psoriase ou purpura (GRILO e MANTALARIS, 2018).

No tratamento de céncer com biofarmacos, 0 mecanismo de acdo em geral
envolve a inibicdo do crescimento e proliferacdo das células tumorais ou a ativacao de
mecanismos pro-apoptoticos das mesmas, em decorréncia da ligacdo dos mAbs ou
derivados a ligantes ou receptores dessas células. Outro mecanismo possivel consiste
em focar em eventos especificos que ocorrem no microambiente tumoral, como é o caso
de alguns mAbs que se ligam a fatores que promovem o crescimento tumoral (HAFEEZ
et al., 2018).

Ao se ligarem as células tumorais, os mAbs e derivados podem ativar os
mecanismos efetores ADCC, ADCP e CDC do sistema imune para a destruicdo das
mesmas. Citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) é o mecanismo pelo
qual células efetoras, como as células NK (do inglés natural killer), sdo recrutadas pelo
reconhecimento de receptores por anticorpos e liberam fatores citotoxicos nas células
alvo, que provocam a lise celular. A fagocitose celular dependente de anticorpo (ADCP)
é intermediada pelos anticorpos, que se ligam a receptores nas células alvo, induzindo
a fagocitose destas. A citotoxicidade dependente de complemento (CDC) promove a
inducao direta da lise da célula alvo por ativacdo do complexo de ataque & membrana
(MAC, do inglés membrane attack complex), formando canais transmembrana que
permitem o extravasamento da matriz celular (JIANG et al., 2011; KELLNER et al.,
2017).

Em doencas autoimunes, os tratamentos convencionais se baseiam em
medicamentos imunossupressores, que suprimem o sistema imune de forma nao-
especifica, deixando os pacientes susceptiveis a efeitos adversos. O uso de
biofarmacos permite um tratamento mais especifico e com menos efeitos colaterais. A
principal estratégia é impedir que fatores e moléculas que promovem a apoptose celular
se liguem aos receptores de células saudaveis, impedindo ou diminuindo a morte
destas. A principal molécula alvo é o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que tem

papel central na ativacdo de respostas inflamatérias, sendo que os dois principais



biofarmacos nesta &rea terapéutica em comercializagdo sdo da classe de anti-TNF,
Humira® (adalimumab) e Enbrel® (etanercept) (HAFEEZ et al., 2018).

A conjugacédo de peptideos de interesse ao fragmento Fc amplia a possibilidade
de aplicacdes das proteinas de fusdo para além dos mAbs, permitindo que outros
antigenos e tecidos sejam focados ou ampliando o tempo de meia-vida de um
biofarmaco ja conhecido. A Tabela 2.1 lista todas as proteinas de fusdo que utilizam o
fragmento Fc em sua estrutura aprovadas até 2017 pela agéncia regulatéria americana
Food and Drug Administration (FDA) para fins terapéuticos nos Estados Unidos da
América. Além do pequeno nimero de aprovacdes para essa classe de biofarmacos em
relacdo aos mAbs tradicionais, que representam a categoria majoritaria, destaca-se a
prevaléncia de aplicacdes a doencas autoimunes até 2010 e a diversificacdo de
aplicacdes apoés esse ano (JAFARI et al., 2017; WALSH, 2018).

Tabela 2.1 — Proteinas de fusdo contendo fragmento Fc aprovadas para tratamento
terapéutico pela agéncia de regulagdo americana FDA, ordenados cronologicamente
por data de aprovacao. N&o foram consideradas moléculas biossimilares que porventura
tenham sido aprovadas. Adaptado de JAFARI et al. (2017) e WALSH (2018).

Ano de
Nome . Estrutura . x - =
Nome . Fabricante Aplicagéo clinica aprovacéao
comercial molecular
(FDA)
Etanercept Enbrel® Amgen/Pfizer TNFR2-Fc Artrite reumatoide, psoriase 1998
Alefacept Amevivee AStellas LFA3-Fc Psoriase, rejeicdo de 2003
Pharma transplantes
Abatacept Orencia® g:ztiglk;Myers CTLA4-Fc Artrite reumatoide 2005
Rilonacept Arcalyst®  Regeneron ILIR-Fc Slndrqme pe”c.)d'(.:a.l 2008
associada a criopirina
Romiplostim Nplate® Amgen TPBP-Fc .Pl.”pl,Jr.a trombocitopénica 2008
idiopatica
Belatacept Nulojix® ggitiglt;Myers CTLA4-Fc Rejeicdo de transplante 2011
Aflibercept Eylea® Regeneron/ VEGFR1- uDri?de:eragao macdar 2011
P y Bayer VEGFR2-Fc ! 2012
Céancer colorretal
Elffr:c’rocmcog Eloctate® Biogen/Sanofi  FVIII-Fc Hemofilia A 2014
E;t;enonacog Alprolix® Biogen/Sanofi  FIX-Fc Hemofilia B 2014
Dulaglutide Trulicity®  Eli Lilly GLP1-Fc Diabetes mellitus tipo 2 2014
Asfotase alfa  Strensig®  Alexion TNSALP-Fc - - Hipofosfatasia infantil e 2015

decaaspartato  juvenil




2.1.3 Mercado de mAbs e seus derivados

Os anticorpos monoclonais e seus derivados sdo a principal e mais lucrativa
classe de biofarmacos, com 123,0 bilhdes de dolares em volume de vendas em 2017.
As proteinas derivadas de fragmento Fc de anticorpo sozinhas representaram vendas
mundiais de U$ 19,7 bilh6es em 2017 (WALSH, 2018). Entre 2012 e 2017, o mercado
de mAbs duplicou seu tamanho, sendo dominado por anticorpos monoclonais
completamente humanos (54%), da subclasse IgG1l (79%), produzidos na linhagem
celular CHO (60%) e tendo como principais aplicacbes as areas de oncologia,
dermatologia e reumatologia (GRILO e MANTALARIS, 2018).

Com o amadurecimento das tecnologias envolvendo a producédo de biofarmacos,
as aprovacgoOes de novos produtos vém se intensificando rapidamente (Figura 2.3). Os
anticorpos monoclonais e seus derivados continuam como a principal classe e com
maior numero de aprovacdes nos ultimos anos, representando 53% das aprovacgdes no
periodo de 2015 a 2018 (ECKER et al., 2015; WALSH, 2018).
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Figura 2.3 — Numero de aprovagfes de produtos biofarmacéuticos. Adaptado de
WALSH (2018).

Da perspectiva da tecnologia de producdo, a semelhanca estrutural entre os
diferentes anticorpos monoclonais permite que a mesma estratégia de producéo,
purificacdo e caracterizacdo sejam usadas, o que diminui o tempo de desenvolvimento.
Em geral, essa abordagem pode também ser utilizada para alguns produtos derivados
de anticorpo, sobretudo os que utilizam o fragmento Fc em sua composicdo. A

especificidade de ligacdo ao antigeno permite que o produto seja facilmente
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comprovado como o causador do efeito terapéutico e tenha efeitos adversos reduzidos
(ECKER et al., 2015).

A expiracao de patentes de biofdrmacos, sobretudo dos que estdo entre 0os mais
vendidos, alguns atingindo mais de U$ 1 bilhdo em vendas anualmente, fornece a
oportunidade do desenvolvimento, por outras empresas dos chamados biossimilares e
deve impulsionar ainda mais o nimero de aprovac¢des nos préoximos anos. Entre 2014
e 2018, foram aprovados 29 biossimilares, em comparacdo com 81 biofarmacos
genuinamente inovadores aprovados no mesmo periodo (WALSH, 2018). Dentre os
biossimilares aprovados, dois referem-se ao segundo biofdrmaco mais vendido, o
Enbrel® (etanercept), proteina de fuséo que utiliza o fragmento Fc em sua estrutura e é
usado no tratamento de artrite reumatoide e psoriase. Sua patente expirou em 2012 e
dois biossimilares foram aprovados em 2016: Benepali® (Biogen/Samsung) e Erelzi®
(Sandoz/Novartis) (WALSH, 2018).

A aprovagédo de biossimilares permite o acesso de mais pacientes ao tratamento
a precos mais acessiveis e a diminuicdo do monopdlio pelas empresas donas das
patentes dos biofarmacos inovadores. O mercado de biofarmacos deve continuar em
crescimento, com as aprovacfes mais rapidas e enormes investimentos em
desenvolvimento de novos produtos (GRILO e MANTALARIS, 2018).

E esperado que economias emergentes, como China, Brasil, Russia, Turquia,
México, india e Arabia Saudita contribuam para o aumento do mercado de biossimilares,
como forma de reduzir os altos gastos com os biofarmacos inovadores, como indica o
estabelecimento de normas regulatérias e de programas de incentivo governamental

especificos para biossimilares nesses paises (GRILO e MANTALARIS, 2018).

2.2 Geracgéo de células animais recombinantes

Originalmente, proteinas com potencial terapéutico eram obtidas diretamente de
fontes humanas, como a insulina do pancreas ou albumina do plasma. Em seguida,
outras tecnologias foram utilizadas para a obtencdo dessas moléculas, sempre com
algumas limitacdes inclusas, como baixa reprodutibilidade, dificuldade de
escalonamento, baixa pureza ou risco de transmissao de patdégenos (MIZUKAMI et al.,
2018).
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Atualmente, bactérias, leveduras e células animais séo 0s principais sistemas de
expressao de proteinas terapéuticas recombinantes. A principal diferenca entre as
proteinas expressas por esses diferentes sistemas é em relacdo as modificacdes pés-
traducionais, modificacbes realizadas nas proteinas apdés a sintese da cadeia de
aminoacidos. A glicosilacao é a modificacdo mais frequente, visto que aproximadamente
70% das proteinas recombinantes terapéuticas sao glicosiladas, tendo grande impacto
na atividade biologica e, logo, na atividade terapéutica da molécula (MIZUKAMI et al.,
2018).

As células animais sdo as que podem reproduzir com maior proximidade os
padrbes de glicosilacdo e outras modificacBes pos-traducionais dos humanos, tendo se
tornado, assim, a principal plataforma de producdo de proteinas terapéuticas na
indastria (HAUSER, 2015).

Para que as células animais expressem as proteinas terapéuticas de interesse, é
necesséria a insercdo da sequéncia de DNA em um vetor de expressao, geralmente um
plasmideo, para que o mesmo possa ser inserido nas células animais. Este processo €
denominado transfeccdo e pode ser realizado por varios métodos e reagentes. Os
métodos mais comumente usados sdo eletroporacao, co-precipitacdo por fosfato de
calcio, utilizagédo de polimeros cationicos e lipofec¢do. Todos esses métodos permitem
a integracédo aleatoria do DNA por mecanismos de reparacao celular, que incorporam a
sequéncia no genoma da célula hospedeira (CARTER e SHIEH, 2015; HAUSER, 2015).

Y

Na lipofecgdo (Figura 2.4), lipideos catidnicos sdo adicionados a solucdo de
plasmideo. A sequéncia de DNA plasmidial, que possui carga negativa, interage com 0s
lipideos positivamente carregados, formando complexos lipossoma-plasmideo. A
natureza hidrofébica dos complexos permite que estes interajam com os fosfolipideos
da membrana celular das células a serem transfectadas, mediando a entrada dos

plasmideos para o interior das células (JAGER et al., 2015).
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Figura 2.4 — Lipofeccdo: a) lipossomas compostos por dupla camada de lipideos
catibnicos arranjados em formato esférico; b) complexagcdo das lipossomas com as
moléculas de DNA,; c) endocitose da lipossoma, que é digerido para a liberacdo do DNA;
e d) alternativamente, as lipossomas podem se fundir a membrana, liberando o DNA em
seu interior. Adaptado de CARTER e SHIEH (2015).

2.2.1 Linhagens de células animais

A escolha de uma linhagem celular hospedeira depende da proteina a ser
produzida e de outros fatores. A célula hospedeira deve ser capaz de transcrever,
traduzir, estruturar conformacionalmente e secretar as proteinas de interesse, além de
realizar modificacdes pOs-traducdo, como a glicosilacdo, quando requeridas. Também
€ importante que a mesma cres¢ca em suspensdo, visando o estabelecimento de
processos em larga escala mais eficientes, e em meio de cultivo livre de componentes
de origem animal, como requerido hoje em dia pelas agéncias regulatérias (CARVALHO
e CASTILHO, 2017). Além disso, da perspectiva de processo, as linhagens celulares
devem apresentar robusto crescimento, tolerancia a alguns metabdlitos secretados no
meio e resisténcia a tensdes de cisalhamento (BOLLATI-FOGOLIN e COMINI, 2008).

A Tabela 2.2 apresenta as varias linhagens celulares animais empregadas para a
producdo de proteinas recombinantes. Dentre estas, as células CHO, NSO e Sp2/0 se
destacam entre as principais produtoras de biofarmacos aprovadas para uso terapéutico
em humanos (GRILO e MANTALARIS, 2018).
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Tabela 2.2

Linhagens celulares animais comumente usadas na induastria

biofarmacéutica. Adaptado de BOLLATI-FOGOLIN e COMINI (2008) e DUMONT et al.

(2016).
Linhagem celular  Origem Aplicagdes
BHK-21 Hamster Expressao transiente e estavel
Producao de vacinas e fatores de coagulacao
CHO.K1, Hamster Expressao transiente e estavel
CHO dhfr- Producéo de anticorpos monoclonais,
proteinas de fusdo, hormonios e fatores de
coagulacdo
Hibridomas, Camundongo  Expresséao estavel
NSO, Sp2/0 Producéo de anticorpos monoclonais
HEK293 Humano Expressao transiente e estavel
Producéo de virus recombinantes
HT-1080 Humano Expressao transiente e estavel
Producéo de enzimas recombinantes
PER.C6™ Humano Expressao estavel
Producéo de virus
Vero Macaco Producéo de virus

A linhagem de células CHO é principal plataforma de expressdo de proteinas
recombinantes na industria, por meio da qual 60% dos biofarmacos sédo produzidos
atualmente, incluindo anticorpos monoclonais, enzimas, citocinas, proteinas de fusao,
horménios e fatores de coagulacdo (DUMONT et al., 2016; GRILO e MANTALARIS,
2018). O sucesso desta linhagem celular é explicado por ter sido uma das primeiras a
apresentar a combinacdo de expressao eficiente de proteinas recombinantes, facil
cultivo em sistemas agitados e isentos de soro animal, aceitacdo regulatéria e
seguranca por ndo ser um bom substrato para propagacdo de eventuais virus
contaminantes (CARVALHO e CASTILHO, 2017). Contudo, as células CHO sé&o
conhecidas pela sua flexibilidade genética e pela propensdo a mutacdes, aberracdes
cromossdmicas e alteracdes epigenéticas em casos de cultivo prolongado, podendo
resultar em consideraveis variagdes em produtividade celular, crescimento celular,
atividade metabdlica e tipos de modificagbes pods-traducdo ao longo de processos
industriais longos (CASTAN et al., 2018; LINDSKOG et al., 2018).

Ainda que as linhagens celulares de origem murina expressem padrdes muito
proximos das modificagcdes pos-tradugdo produzidas por humanos, pode haver certas

diferencas. As células humanas perderam a habilidade de expressar os glicanos alfa-
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Gal e Neu5Gc, que sdo expressados por células murinas, logo a presenca destes
poderia resultar em maior imunogenicidade em produtos produzidos em células murinas
(MIZUKAMI et al., 2018).

As linhagens celulares humanas possuem habilidade de realizar as modificacbes
pés-traducdo adequadas para manutencdo da atividade bioldégica e baixa
imunogenicidade de glicoproteinas. As principais linhagens celulares humanas
utilizadas na expressao de proteinas recombinantes sdo HEK293, HT-1080 e PER.C6,
sendo que apenas a HEK293 é atualmente utilizada para producao industrial (DUMONT
et al., 2016).

A linhagem celular HEK293, proveniente de células embrionarias de rim humano
(human embryonic kidney cells, em inglés), é facilmente cultivada em suspensdo em
meios de cultivo livres de componentes de origem animal, possui crescimento robusto,
apresenta facilidade para transfecgéo por varios métodos e é eficiente para a expresséo
de proteinas recombinantes. As células HEK293 sao extensivamente utilizadas, a nivel
de pesquisa, para producdo de virus e para expressao transiente de proteinas, devido
a sua facilidade de transfeccao. Recentemente, cinco produtos para fins terapéuticos
foram aprovados pelas agéncias reguladores americana (FDA) e europeia (EMA), sendo
trés deles proteinas de fusdo Fc: Eloctate® (efmoroctocog alfa), Alprolix® (eftrenonacog
alfa) e Trulicity® (dulaglutide), todos em 2014 (DUMONT et al., 2016; LINDSKOG et al.,
2018).

2.2.2 Transfeccdo transiente

Na transfeccéo transiente, os plasmideos introduzidos no interior das células séo
responsaveis pela expressao da proteina de interesse durante um certo periodo, em
geral da ordem de varios dias. Sem que haja pressao seletiva por um agente de selegéo,
como por exemplo um antibiético, o DNA plasmidial ndo é integrado ao genoma da
populacéo transfectada, sendo gradualmente perdido (BOLLATI-FOGOLIN e COMINI,
2008; KIM e EBERWINE, 2010).

A expressao transiente € interessante para a producdo da proteina de interesse
para caracterizagdo da mesma em experimentos preliminares, com o objetivo de

comparar condi¢cbes de transfeccdo e/ou estrutura e funcionalidade da proteina
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recombinantes, sem que seja necessario o longo procedimento de isolamento e

caracterizacdo de células transfectadas estaveis (DALTON e BARTON, 2014).

O emprego da transfec¢ao transiente para expressdo de maiores quantidades de
proteinas tem crescido em popularidade nos dltimos anos, sobretudo para
caracterizacdo de proteinas por métodos que necessitam de maiores quantidades,
como cristalizacdo. Ainda que possivel, o escalonamento para producao industrial de
proteinas por expressao transiente requer elevadas quantidades de DNA plasmidial e
de reagentes de transfeccao, que tém alto custo, por cada lote de producao, torna o

processo economicamente desvantajoso (DALTON e BARTON, 2014).

2.2.3 Transfeccdao estavel

A transfeccao estavel tem como objetivo promover a integracdo do DNA exdgeno,
referente a proteina de interesse, no genoma da célula hospedeira, permitindo a
transmissao da informacéo a cada duplicacéo celular. A Figura 2.5 mostra a diferenca
entre as transfeccdes estavel e transiente. No plasmideo usado na transfecgao estavel,
além do gene referente a proteina de interesse, € adicionado um gene de resisténcia a
um antibidtico, que fornecerd a célula estavelmente transfectada a habilidade de
sobreviver na presenca do respectivo antibiético permitindo que as células que néo
incorporaram os genes oriundos do plasmideo sejam eliminada (KIM e EBERWINE,
2010).

Para garantir a permanéncia dos transgenes nas células transfectadas, é
necessaria a adicdo de um agente de selecdo, no caso um antibidtico, a partir de
aproximadamente 2 dias ap0s a transfecc¢éo, o qual exercerd uma pressao seletiva para
a manutencao apenas das células que tiverem integrado a sequéncia plasmidial em seu
genoma, gerando uma populacdo de células capazes de expressar o gene de
resisténcia a antibiético e a proteina de interesse a longo prazo (BOLLATI-FOGOLIN e
COMINI, 2008; KIM e EBERWINE, 2010).

Os agentes de selecdo mais utilizados séo os antibioticos aminoglicosideos G418
sulfato e a higromicina, logo, os genes de resisténcia a esses dois antibiéticos sdo
responsaveis por expressar a neomicina fosfotransferase e a higromicina B
fosfotransferase, enzimas responsaveis pela inativacdo dos respectivos antibiéticos
(DALTON e BARTON, 2014).
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O periodo de sele¢éo dura dias ou semanas e € a fase em que a maior parte das
células, que nao sofreram integracdo do transgene em uma regido transcricionalmente
ativa do seu genoma, morrem, periodo denominado "vale da morte". Apenas as células
capazes de expressar o DNA exdgeno a longo prazo sobrevivem e se multiplicam. Em
geral, conduz-se uma transfecgéo controle (sem plasmideo, denominada “mock”) em
paralelo, para que a morte desta cultura seja um indicativo de que as células das demais
transfeccbes que tenham sobrevivido sejam transfectantes estaveis. Mesmo tendo o
“mock”, alguns grupos de pesquisa costumam manter as células transfectadas por
periodos de 30 a 60 dias na presenc¢a do antibidtico para garantir que todas as células
nao transfectadas morram. A maioria dos vetores de expressao promove a integracao
aleatéria dos plasmideos no genoma, muitas vezes mais de uma cépia por célula. A
expressdo do gene de interesse ndo € somente definida pelos elementos regulatérios,
como promotores e enhancers, incluidos na plasmideo, mas sofre forte influéncia da
posicdo cromossomal em que é integrado, afetando inclusive a estabilidade de
expressao. Assim, torna-se necessario o isolamento dos clones mais produtivos para
que obtenham linhagens celulares clonais (BOLLATI-FOGOLIN e COMINI, 2008;
HAUSER, 2015).

(a) Transfecgao estavel (b) Transfecgéo transiente
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Figura 2.5 — Diagrama esquematico dos tipos de transfeccao. (a) Transfeccao estavel.
O DNA exdgeno (vermelho) entra na membrana celular e no nucleo, se integrando no
genoma da célula hospedeira. A expressao ocorre a partir do DNA gendmico. (b)
Transfeccgéo transiente. O DNA exdgeno entra no ndcleo e é expresso sem ser integrado
ao genoma. Alternativamente, mRNA (azul escuro) pode ser transfectado e diretamente
traduzido em proteina no citoplasma. Adaptado de KIM e EBERWINE (2010).
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2.3 Cultivo de células animais

De forma geral, o crescimento de uma célula in vitro passa por quatro fases
(Figura 2.6): fase lag, fase de crescimento exponencial, fase estacionaria e fase de
morte. Durante a fase lag, as células se adaptam ao novo ambiente antes de se
duplicarem, podendo se estender em casos de altera¢gGes significativas nas condi¢cdes
de cultivo ou de baixa concentragao inicial de inoculagdo, que pode ser explicada pela
auséncia de fatores de crescimento que as préprias células secretam para o meio de
cultivo. Na fase de crescimento exponencial, as células estdo se multiplicando
ativamente e a concentracdo de células cresce exponencialmente. As duas ultimas
fases em geral ocorrem apés a deplecdo de um substrato essencial ou acimulo de um
metabdlito inibitério, de forma que a taxa de morte iguala e depois supera a taxa de
duplicagdo celular (LEO et al., 2008; LINDSKOG, 2015b).

Em processos industriais, evita-se alcancar a fase estacionaria ou de morte, com
0 objetivo da manutencdo de altas viabilidades celulares durante todo o processo,
tipicamente acima de 90-95%. Cultivos com altas viabilidades ndo geram muitos detritos
celulares, o que facilita a purificacdo das proteinas, diminuindo os custos dessa etapa
(LINDSKOG, 2015b).
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Figura 2.6 — Curva tipica de crescimento celular de células animais, com as quatro

fases: (A) fase lag, (B) fase de crescimento exponencial, (C) fase estacionaria, (D) fase
de morte. Adaptado de LINDSKOG (2015b).
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Uma forma de monitorar a fase de crescimento celular, é através da taxa
especifica de crescimento celular (p), expressa em htou d*. O tempo de duplicagdo na
fase exponencial (toexp) € calculado a partir de p. A viabilidade celular também fornece
informacdes sobre o0 estado do cultivo, representando a porcentagem de células viaveis,

ou vivas, em relacdo a concentracao total de células (vivas ou mortas).

O ciclo celular e tempo de duplicacdo ndo dependem somente da linhagem
celular, mas também do meio de cultivo, das condi¢des de cultivo e do histoérico da
linhagem até o momento do cultivo. Qualquer diferenca na composicdo do meio,
condicdes de cultivo, rotina de manutencéo ou manuseio do operador pode resultar em

impacto no crescimento celular e formacéo de produto (LINDSKOG, 2015b).

Em geral, o cultivo de células animais possui grandes diferencas em relacdo ao
de outros tipos de células, como bactérias e leveduras, sobretudo em relacéo a baixa
taxa de crescimento (com tempos de duplicacéo entre 18 e 28 horas), requerimento de
meios de cultivo mais complexos e baixa produtividade, além da maior sensibilidade ao
estresse hidrodinamico, devido a falta de parede celular (MORAES et al., 2008;
PORTNER, 2015).

O meio de cultivo é um dos aspectos cruciais no cultivo de células animais, as
quais tém requerimentos nutricionais mais sofisticados que outros organismos. Meios
gue continham soro, principalmente o soro fetal bovino, em propor¢des de até 10% em
volume para suprir 0s requerimentos nutricionais, foram progressivamente substituidos
por composi¢cdes de meio sem uso de soro, preferencialmente meios quimicamente
definidos e isentos de componentes de origem animal. Essas medidas foram tomadas
buscando maior controle regulatério e sanitario dos biofarmacos produzidos
(PORTNER, 2015).

Antigamente, a maioria das linhagens celulares era cultivada aderida a
superficies, o que limitava muito o escalonamento de processos. Na producéo industrial
atual, usam-se principalmente linhagens adaptadas ao crescimento em suspensao,
cultivadas em biorreatores agitados (PORTNER, 2015). Os sistemas de cultivo para
células animais buscam ndo causar danos as células e adicionalmente podem ser
usadas substancias que protegem as células do estresse hidrodinamico, como o
surfactante ndo-idnico Pluronic F68 (LANDAUER, 2014; PORTNER, 2015).

Para o cultivo de células animais em escala de bancada ou em escala industrial,

sdo utilizados biorreatores, cuja principal funcdo é prover contencdo e promover
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condi¢cdes ambientais adequadas para o crescimento celular e formacéao do produto. Em
geral, os biorreatores apresentam as seguintes caracteristicas (CHICO et al., 2008; EIBL
e EIBL, 2009):

= Ambiente controlado em relacdo a pH, temperatura, oxigénio dissolvido e
concentracao de COg;

= Agitacdo e aeracdo homogéneas, gerando baixas tensdes hidrodindmicas;

= Transferéncia de massa e calor efetiva;

= Capacidade de escalonamento;

= Possibilidade de monitoramento em linha e controle de variaveis do processo
e parametros;

= Esterilidade e estabilidade;

= Facilidade de manuseio.

2.3.1 Metabolismo de células animais

Para a obtencéo de energia, producdo de macromoléculas Uteis para as células e
expressao de produtos, as células utilizam sua maquinaria enzimatica para absorcao e
conversao de nutrientes presentes no meio de cultivo. O conjunto de reacdes e vias
bioguimicas da célula é chamado de metabolismo e é extremamente complexo
(AMABLE e BUTLER, 2008). Para a maioria das linhagens celulares, as principais fontes
de energia, carbono e nitrogénio séo a glicose e glutamina. Os principais subprodutos

sao lactato e amonia.

A glicose é uma fonte primordial de carbono e energia para as células animais,
sendo consumida pela célula sobretudo pela via da glicélise, transformando-a em
piruvato. O piruvato pode ser convertido em lactato ou utilizado no ciclo do acido
tricarboxilico e subsequentemente fosforilagdo oxidativa, com geracdo de grande
quantidade de ATP, que é a principal molécula de transferéncia de energia em
organismos biolégicos. Como alternativa a glicélise, a glicose pode ser utilizada na via
das pentoses-fosfato para a producao de ribose-5-fosfato, um percursor para a sintese

de nucleotideos. (AMABLE e BUTLER, 2008; PORTNER, 2009).

A glutamina é a outra fonte primordial de energia, carbono e nitrogénio para as
células animais. A glutamina é incorporada na célula pelo sistema de transporte de

aminoacidos e é convertida em glutamato e subsequentemente em a-cetoglutarato,

20



utilizado no ciclo do acido tricarboxilico (AMABLE e BUTLER, 2008). A contribui¢cdo
energética da glutamina depende da linhagem celular e das condi¢Bes de cultivo, mas
pode chegar a 70%. Em condi¢cdes de limitacdo de glutamina, a célula prioriza a
obtencdo de energia pelo consumo de glicose. Da mesma forma, a célula prioriza a
obtencdo de energia a partir de glutamina quando a glicose se encontra em condi¢cdes
limitantes (PORTNER, 2009). O tempo de meia-vida da glutamina a 37°C e pH 7,2 é de
apenas 7 dias, assim, normalmente, os meios de cultivos comercializados néo incluem
esse composto na sua composicdo, sendo necessdria a sua suplementacdo no
momento do uso do meio (LINDSKOG, 2018b).

Lactato é um dos principais subprodutos em cultivos de células animais, produzido
sobretudo por meio da converséo de piruvato a lactato, em detrimento do ciclo do &cido
tricarboxilico, sua acumulagcdo no cultivo pode ser gerado inibicdo do crescimento
celular e da expresséo proteica. O lactato € produzido principalmente sob condi¢cbes de
excesso de glicose. Quando a concentracdo de glicose atinge niveis limitantes, a célula
realiza a mudanca da producéo de lactato para 0 seu consumo, o que geralmente ocorre
concomitantemente a uma reducao da taxa especifica de crescimento. O resultado sédo
baixas concentragdes de lactato nas etapas finais do cultivo. Para evitar excesso de
lactato acumulado nas fases iniciais do cultivo, sdo empregadas estratégias como a
limitacdo da concentracdo de glicose no meio de cultivo na faixa de 1-6 g/L, uso de
fontes alternativas de carbono e engenharia metabdlica das células (MULUKUTLA et
al., 2012; LINDSKOG, 2018h).

Amoénio (NHs*) é outro importante subproduto em cultivos de células animais. O
amonio pode ser produzido na mitocéndria como produto do metabolismo da glutamina
pelas enzimas glutaminase e glutamato desidrogenase ou ser resultado da
decomposicdo espontanea da glutamina a 37°C no meio de cultivo. O transporte
transmembrana de amonio por proteinas carreadoras como forma de compensar a sua
difusdo nas membranas pode resultar em acidificacdo ou alcalinizacdo do citoplasma e
da matriz mitocondrial, dependendo da origem intracelular ou extracelular do aménio.
Os efeitos téxicos do amédnio nas células, que podem ser observados em concentracdes
a partir de 2 mM, incluem inibicdo enzimatica, modificacdo do pH intracelular,
perturbacdo dos gradientes ibnicos nas células e aumento da secrecao de alanina. O
amonio interage com sitios regulatérios varias enzimas e sua elevada concentracéo
pode resultar na ativacdo ou na inibicdo de varias vias enzimaticas, como o ciclo do
acido tricarboxilico, a glicélise, a glutamindlise e o ciclo das pentose fosfato (AMABLE e

BUTLER, 2008).
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O metabolismo de células animais in vivo é naturalmente altamente regulado, mas
em células cultivadas in vitro o metabolismo torna-se altamente desregulado, levando a
um consumo muito acelerado de nutrientes, que resulta em baixa eficiéncia energética
e acumulo de subprodutos, como lactato e ambénio (AMABLE e BUTLER, 2008;
LINDSKOG, 2018b).

2.3.2 Modos de operacao

O cultivo de células animais pode ser realizado sob diferentes estratégias de
fornecimento de nutrientes e de remoc¢ao do produto, conforme o modo de operagéo
empregado. Os principais modos de operacdo para células animais sdo batelada,
batelada alimentada, continuo simples e continuo com reciclo celular, mais conhecido
como perfuséo (Figura 2.7) (HA et al., 2019).

Batelada Qatelada Continuo Perfusao
alimentada
P o o) S L - [ = o
(A) (B) (C) (D)

Figura 2.7 — Representacao esquematica dos modos de operacdo para cultivo de
células animais. (A) Batelada; (B) Batelada alimentada; (C) Continuo; e (D) Perfusao.
Adaptado de LINDSKOG (2018a).

Os modos batelada e batelada alimentada sao processos descontinuos, em que
o cultivo é interrompido apos determinado tempo para a remocdo do produto. Na
batelada, o meio de cultivo é adicionado somente no inicio do cultivo, enquanto na
batelada alimentada (fed-batch em inglés) uma solucdo concentrada de nutrientes é
adicionada durante o processo para prolongar o cultivo e obter concentragdes de células
e produto mais elevadas. Como consequéncia, ocorre um aumento do volume de cultivo
ao longo do processo. A estratégia de alimentacdo na batelada alimentada pode ser
cuidadosamente planejada com o objetivo de diminuir efeitos metabdlicos indesejados,

como acumulacgéo de lactato (ABU-ABSI et al., 2014).
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Nos modos continuos de operag¢do, meio de cultivo novo é continuamente
adicionado, enquanto 0 meio do biorreator é removido na mesma vazao, resultando na
manutencédo do volume do cultivo constante e obtenc¢ao continua do produto. Além dos
modos continuo simples e perfusdo, em escala laboratorial utiliza-se também a
pseudoperfusdo, que simula a perfusdo, mas de forma intermitente, com trocas
periddicas de meio de cultivo (CHOTTEAU, 2015).

O modo continuo simples nao utiliza mecanismo de retencéo celular. As células
sdo removidas com o0 meio coletado, gerando continua diluicdo das células no
biorreator. Enquanto a taxa de remocéao de células é menor que a taxa de crescimento
celular, é observado aumento na concentracdo de células. Contudo, conforme a
concentracdo celular cresce e maiores vazdes de alimentacao se tornam necessérias,
a perda de células se torna maior que o crescimento celular (em especial considerando
o lento crescimento de células animais) e observa-se um decréscimo na concentracao.
Assim, o modo continuo ndo permite alcancar altas concentracdes de células e de
produto, o que limita sua utiliza¢éo industrial, sendo preterido em favor da perfuséo, que,
ao utilizar mecanismos de retencdo celular, alcanga altos valores de concentracdo
celular e produtividade volumétrica (PORTNER, 2015).

Nas primeiras décadas da industria farmacéutica, o modo batelada prevalecia,
inicialmente pela simplicidade de operacdo. Em seguida, o modo de batelada
alimentada se tornou o modo dominante, por conta da maior produtividade obtida, aliada
a facilidade de implementacao, visto que ndo necessitava de mudancas profundas no
magquinario. Os modos de operacgdo continuos, que eram vistos como muito complexos,
apenas eram utilizados com produtos que ndo poderiam ser produzidos de outras
formas, em especial produtos labeis. Atualmente, os modos continuos, sobretudo a
perfusdo, vém sendo cada vez mais empregados tanto para pesquisa quanto producao
industrial, também para proteinas estaveis, como mAbs (LINDSKOG, 2018a; HA et al.,
2019).

2.3.2.1 Batelada Simples

A operacao em batelada é aquela em que todos os componentes do meio sao
adicionados ao biorreator no inicio do cultivo, juntamente com o inéculo. Os Unicos
materiais trocados com o0 exterior sdo gases, solucdes de correcdo de pH e

antiespumante (LINDSKOG, 2018a). As equacBes de balancos de massa para
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células (1), substrato (2) e produto (3) para o0 modo de cultivo em batelada estédo

apresentadas a seguir (CHICO et al., 2008):

dX, i .
g . 1

T X, (1)

ds

D X 2)

dt 1s <
dP

— =gpX, (3)
dt Ipe )

As equacg0es utilizam as variaveis concentragdo de células viaveis (Xv), tempo
de cultivo (t), taxa especifica de crescimento celular (i), concentracdo de um substrato
gualquer (S), taxa especifica de consumo de um substrato qualquer (gs), concentragdo

de um produto qualquer (P) e taxa especifica de formacao de um produto qualquer (gp).

A curva de crescimento de células em batelada possui as quatro distintas fases,
conforme mostrado na Figura 2.6. A fase lag € dependente de varios fatores, como
mudancas do ambiente de cultivo e a concentracao inicial do indculo, que, em geral, é
de, no minimo, 0,3 a 0,5 milhdes de células viaveis por mL, para evitar uma fase lag
prolongada (ABU-ABSI et al., 2014).

Nos processos em batelada, concentragbes de nutrientes sé@o altas no inicio do
cultivo, levando a um metabolismo muito desregulado, com maior formacdo de alguns
metabdlitos toxicos, como amonio e lactato. A acumulacdo de subprodutos e/ou a
limitacdo de nutrientes essenciais sdo 0s principais motivos que levam a diminuicao da
taxa de crescimento celular e ao inicio da fase estacionaria (ABU-ABSI et al., 2014;
MAARTENS et al., 2014).

O processo é finalizado e toda a fase liquida é coletada ao fim da fase exponencial
ou na fase estacionaria, sempre antes de uma queda significativa da viabilidade celular,
para que ndo haja liberacdo de contaminantes no meio de cultivo por parte de células
mortas. De forma alternativa, parte das células utilizadas em uma batelada pode ser
reutilizada como inéculo em outra batelada no mesmo biorreator, o que € denominado
bateladas repetidas (LINDSKOG, 2018a).

Além de ser utilizada na produgéo industrial, sobretudo de produtos mais antigos,

a batelada é utilizada como rotina na manutencdo das células, para pesquisa e
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desenvolvimento de processos, bem como para a produgdo de indculo. Por conta da
baixa concentracdo celular obtida, a batelada atinge baixas produtividades volumétricas,
de modo que outros modos de operacdo tendem a dominar a producdo industrial
(LINDSKOG, 2018a).

2.3.2.2 Pseudoperfusao

A pseudoperfusdo ou semiperfusdo € um modo utilizado para simular a o modo
de perfusdo em sistemas de menor escala, como placas, tubos ventilados ou
erlenmeyers, em que a renovagéo do meio de cultivo é realizada de forma intermitente
e manual pelo operador. Na troca de meio, o cultivo celular & centrifugado, o
sobrenadante € removido e as células sdo ressuspendidas em meio de cultivo novo.
Assim, a etapa de centrifugacdo atua como o mecanismo de retencdo celular. Pode-se
descartar parte das células com o intuito de se efetuar uma remocédo controlada de
células, visando a evitar situacdes de limitacdo de oxigénio ou nutrientes e simulando a
perda de células pelo dispositivo de retencao celular ou pela corrente de purga (“bleed”)

nos processos de perfusdo continua (CHOTTEAU, 2015).

Contudo, ha diferencas em relagédo a perfusao, como o controle das variaveis,
como pH e concentracdo de oxigénio dissolvido, que variam em decorréncia do sistema
de cultivo e conforme a fase do cultivo ou entre as trocas de meio. A principal diferenca
entre os modos de operagdo € a concentracdo de nutrientes no meio de cultivo,
ocorrendo forte variagdo ao longo do dia na pseudoperfusdo, enquanto se observa maior
estabilidade na perfusédo, pois 0 meio de alimentacdo é constantemente adicionado no
biorreator, o que ndo pode ser simulado em sistemas de menor escala (CHOTTEAU,
2015).

Ainda assim, cultivos semicontinuos em menor escala podem ser utilizadas como
um ferramenta rapida e de menor custo para verificar o comportamento das células em
cultivos de maior duracéo e sob maiores concentracdes celulares, além de possibilitar
a previsao do comportamento em biorreatores instrumentados, devido a similaridade de
resultados obtidos em pseudoperfuséo e perfusdo (HENRY et al., 2008; CARVALHO e
CASTILHO, 2017).

Dentre as opcdes de sistemas para cultivo em pequena escala, os tubos cilindricos

de fundo cénico de 50 mL com tampa com filtro para trocas gasosas com o exterior, ou
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apenas tubos ventilados, sdo uma opcao pratica para o teste de diferentes condi¢des
ou diferentes tipos de células, pela facilidade de manuseio, facilidade de centrifugacao
direta para troca de meio e pequeno tamanho, podendo ser utilizados para verificacdo
de dezenas de diferentes condicdes e sob altas concentracBes celulares, com
reprodutibilidade e comparabilidade com sistemas em maior escala (VILLIGER-
OBERBEK et al., 2015; GOMEZ et al., 2017).

2.3.2.3 Perfusao

Perfus@o é um processo continuo de cultivo de células animais em que meio de
cultivo novo é continuamente adicionado ao reator e o meio liquido do biorreator é
retirado na mesma vazao, resultando em volume constante do cultivo. As células sao
retidas no biorreator pelo uso de um dispositivo de retencao, enquanto as moléculas de
menor tamanho sdo removidas com o meio que é retirado do biorreator, ao qual se da
o nome de perfundido. O dispositivo de retencdo celular pode permitir a retencéo total
ou parcial das células (LINDSKOG, 2018a).

Toda perfusdo se inicia como um processo de batelada simples, até que se
alcance a fase exponencial de crescimento celular. Entdo, se inicia a alimentagéo de
meio de cultivo novo e remocdo do perfundido, permitindo que a concentracdo de
células aumente mais do que é observado na batelada simples ou alimentada. Para que
se obtenha o desejado estado estacionario da concentragéo celular e alta viabilidade, é
preciso que a taxa de crescimento celular seja a similar a soma das taxas de remogéo
de células e de morte celular. Para isso, pode-se utilizar a natural remogéo de células
pelo dispositivo de retengéo celular ou realizar o chamado “bleed”, que é a remocao
proposital controlada de células (ABU-ABSI et al., 2014; BIELSEN et al., 2018). A Figura
2.8 mostra o perfil da concentracdo de células e produto na perfusdo em comparacao

com um cultivo em batelada alimentada.

A constante troca de meio de cultivo resulta em um estado estacionario
metabdlico, com uma concentracéo estavel de nutrientes e de metabdlitos toxicos, que
se mantém em nivel baixo. Isso resulta na possibilidade de manutencao de altas
concentracdes celulares, que variam entre 30 e 80 milhdes cél/mL, por elevados
periodos se tempo, em geral, entre 30 e 60 dias, podendo se estender por até 6 meses
(LINDSKOG, 2018a).
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Figura 2.8 — Representagdo esquematica do perfil de um cultivo em perfuséo (linha
continua) em comparacao com um cultivo em batelada alimentada (linha tracejada): (A)
concentracdo de células viaveis; (B) concentracdo de produto; e (C) quantidade de
produto produzido por litro de meio utilizado. Adaptado de LINDSKOG (2018a).

Do ponto de vista econémico e de produtividade volumétrica, em comparagéo
com os outros modos de operacao, a perfusdo € o que apresenta a maior produtividade
volumétrica, devido as altas concentracdes celulares obtidas sob altas vazfes de troca
de meio, possibilita a maior produtividade celular especifica ao fornecer nutrientes de
forma continua sob baixos niveis de subprodutos téxicos e diminui 0 tempo ocioso entre
processos ao permitir o cultivo por longos periodos. Devido as maiores produtividades
volumeétricas, os processos em perfusdo requerem menores escalas de biorreatores que
outros processos, com volumes variando entre 500 a 2000 L (POLLOCK et al., 2013).

Os equipamentos de retengdo celular utilizam diferentes principios para a
separacao das células, podendo ser escolhidos conforme as caracteristicas da célula,
do produto e do maquinario pré-existente. Os principais tipos de equipamentos de
retencao e suas propriedades estdo resumidos na Tabela 2.3 (CHOTTEAU, 2015).

O principio de filtracdo € utilizado nos filtros de malha rotatéria, ATF e TFF, nos
quais o perfundido permeia pela membrana enquanto as células sao retidas pela
membrana de poros menores que o tamanho das células. Os filtros de malha rotatéria
(spin-filters em inglés) tém formato cilindrico e giram em torno do eixo central, fazendo
com que o meio livre de células permeie pela membrana, sendo relativamente comum
a ocorréncia de incrustacéo e entupimento dos poros da membrana. Os sistemas TFF
e ATF utilizam médulos de membranas de fibras ocas, nos quais o cultivo € bombeado
de forma unidirecional ou alternado, respectivamente, propiciando fluxo tangencial as
membranas e, assim, diminuindo a ocorréncia de entupimentos. O sedimentador

inclinado possui varias lamelas inclinadas, nas quais as células sedimentam pela acdo
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da gravidade, que deve ser superior que o arraste pelo meio que escoa em dire¢do a

parte superior, por onde é removido o perfundido (CHOTTEAU, 2015).

Tabela 2.3 — Principais equipamentos de retencdo celular e suas propriedades.
Adaptado de CHOTTEAU (2015) e LINDSKOG (2018a).

Propriedade Eglrf?gd'e ATF? TFF® ﬁ]ectiii;na%r;tador
rotatoria

Eficiéncia de separacédo 100% 100% 100% 85-99%

Colencalpars USCHO M S o A Ao B

Retencao de produto Média Baixa Média Nenhuma

Custo de operacgéo Baixo Alto Alto Baixo

Facilidade de uso Alta Alta Alta Baixa

Risco operacional Alto Baixo Baixo Alto

Disponivel em verséo descartavel  Nao Sim Sim N&ao

Tempo de residéncia das células 0 min,

) ) 1-2min  1-2min  10-20 min
fora do biorreator se interno

a - Sistema de filtragcao tangencial alternante (alternating tangential flow em inglés)
b - Sistema de filtracdo com escoamento tangencial (tangential filtration flow em inglés)

Devido a troca continua de meio e a retengcédo celular, sdo incorporados as
equacdes de balangco de massa para as células, substrato e produto a seguir 0s termos
diluicdo (D) e o fator de perda de células (a), que relaciona a concentracdo celular no
perfundido (Xveerrusate) € do biorreator (Xv). Quando a retengdo celular é total, o fator

de perda de células é igual a zero.

dX, i i X, PERFUSATE
—uX. nDx. — ThIRRTRAATR
th LAy, X T L _Xr_.
ds
-~ _ Xy + D(Ss — 8)
dt 1s l f 1 )
dP

—=gpX, — DP
dt drto

As equacdes acima utilizam as seguintes variaveis: concentracdo de células viaveis
(Xv), tempo de cultivo (t), taxa especifica de crescimento (W), taxa de diluicdo (D), que é
a razao entre a vazao de alimentacao e o volume do reator, fator de perda de células
(a), concentracéo celular do perfundido (Xvperrusate), concentracdo de um substrato
qualquer (S), taxa especifica de consumo de um substrato qualquer (gs), concentracédo
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de um substrato qualquer na alimentag&o (Sa), concentragdo de um produto qualquer
(P) e taxa especifica de formag&o de um produto qualquer (ge).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo global

O objetivo global do presente trabalho foi gerar populacdes celulares
recombinantes estaveis expressando 14 constru¢des génicas de proteinas Fc em
células animais da linhagem HEK293-3F6 e desenvolver um processo de cultivo celular

para producédo das variantes mais promissoras.

3.2 Objetivos especificos

O presente trabalho envolveu os seguintes objetivos especificos:

e Gerar populacdes estaveis de células HEK293 expressando as proteinas
Fc;

e Caracterizar a cinética de crescimento das diferentes populacdes estaveis
produtoras de proteinas Fc quanto ao crescimento celular, viabilidade,
consumo de glicose e formagéo de lactato em batelada, considerando as

modificagBes presentes em cada variante;

e |dentificar a construcdo génica mais promissora para a produgdo das

proteinas Fc desejadas;

¢ Investigar o processo de producéo de proteinas Fc em diferentes modos

de cultivo e escalas.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Linhagem celular

A linhagem de células de rim embrionario humano HEK293-3F6 (do inglés human
embryonic kidney 293 cells) foi usada para geracado de populagfes estaveis produtoras
do fragmento Fc. A linhagem parental utilizada, adaptada ao cultivo em suspenséo, fora
adquirida pelo Laboratério de Cultivos Celulares (LECC), do Programa de Engenharia
Quimica da COPPE/UFRJ, do National Research Council Canada (NRC, Canadd),
tendo sido adaptada ao meio quimicamente definido e isento de componentes de origem
animal HEK-TF em trabalho anterior do grupo (ALVIM, 2019).

4.2 Manutencéao das células

4.2.1 Meio de cultivo

O meio de cultivo HEK TF (Xell AG, Bielefeld, Alemanha) foi utilizado para a
manutencéo celular e transfec¢do. O meio liquido foi preparado a partir do pé adquirido,
solubilizado com agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA) e esterilizado por microfiltracédo
em membranas de poros de 0,2 um de polietersulfona (Sartopore, Sartorius AG,
Alemanha). O meio é originalmente preparado sem adi¢do de L-glutamina, a qual foi
adicionada antes do uso na concentracgéo final de 8 mM (Gibco, EUA). O meio de cultivo
acondicionado em garrafas Schott de 1 L foi mantido em geladeira até o uso, quando

era aquecido a temperatura de aproximadamente 37°C previamente a utilizacao.

4.2.2 Condigdes de cultivo

A manutencdo das células em cultivo para preparagdo de inéculo e bancos
celulares era realizada em tubos de 50 mL com tampas ventiladas (TubeSpin, TPP,
Suica) ou frascos erlenmeyer com tampa ventilada de volumes total de 125 mLa 1 L

(Corning, EUA), sob agitagéo de 180 rpm em agitador de 5 cm de 6rbita (Innova 2300,
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New Brunswick, EUA) posicionado em estufa (Thermo Electro Corp., EUA) a 37°C e sob

atmosfera de 5% de CO..

As células eram diluidas em meio de cultivo fresco a cada 2-3 dias para uma
concentracdo de células viaveis de 1-10° cél/mL. Para tal, o volume excedente de
suspensdo celular e o remanescente era centrifugado a 300g por 5 min. O
sobrenadante era descartado e 0 meio novo era adicionado. Toda manipulacdo de

células foi realizada em fluxo laminar.

4.2.3 Bancos celulares

As células HEK293-3F6 parentais do Laboratério de Cultivos Celulares (LECC) do
Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ foram utilizadas para a producao
de um banco de trabalho (WCB), do qual foram retirados criotubos para realizar as
transfecgbes para producdo das proteinas recombinantes.

Para o descongelamento dos criotubos, que continham aproximadamente 1-10’
células viaveis cada em solucéo de 90% de meio HEK TF e 10% do criopreservante
DMSO (Sigma-Aldrich, EUA), os mesmos foram rapidamente aquecidos a 37°C em
banho-maria. A suspenséo celular foi pipetada para tubos ventilados e centrifugada a
300 g por 5 min, o sobrenadante foi descartado para remoc¢éo de DMSO, téxico para as

células, e o pellet contendo as células foi ressuspendido em meio HEK TF novo.

Bancos celulares mestre e de trabalho das populagfes celulares recombinantes
geradas foram produzidas e estocadas em nitrogénio liquido e freezer a -80°C, em
criotubos contendo 1-107 células viaveis por criotubo em solucéo de 90% de meio HEK
TF e 10% do criopreservante DMSO.
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4.3 Geracdao de células recombinantes produtoras de proteinas
Fc

4.3.1 Construcdes plasmidiais

As 14 construcdes génicas referentes as proteinas Fc utilizadas nesse trabalho
haviam sido previamente desenhadas pelos coordenadores do projeto, tendo sido
sintetizadas e subclonadas no vetor de expresséo pCl-neo (Promega, EUA) na empresa
GenScript (EUA). As sequéncias das 14 construgfes séo confidenciais.

As 14 construcdes se diferem por uma combinacédo de 4 tipos de modificagcbes
propostas para otimizar a expressao ou secrecdo da proteina, ou a sua fungéo biolégica
(Figura 4.1):

1. Tipos de peptideos sinal (PS1, PS2, PS3 e PS4): peptideos sinal séo

sequéncias peptidicas que precedem a sequéncia de aminoacidos da
proteina e tém como funcdo a indicagcdo para sua secrecdo pela célula
animal (STERN et al., 2007);

2. Presenca (Mut) ou auséncia (Wt) de uma mutacdo: alteracdo que visa

otimizar a atividade biologica do fragmento Fc;

3. Monomerizacdo (Mon) ou dimerizacdo (Dim): presenca ou auséncia de

uma alteracdo na sequéncia peptidica para impedir a dimerizacdo das
subunidades de Fc, formando uma proteina Fc monomeérica, que poderia
ter maior penetracdo em tecidos que a versdo dimérica (WANG et al.,
2017);

4. Tipos de linkers (Linkl e Link2): linkers sé@o peptideos que realizam a

ligacdo entre duas moléculas, proteinas ou subunidades, podendo ser
rigidos ou flexiveis (CHEN et al., 2013).

Além da sequéncia de DNA referente a proteina Fc e suas modificacdes, o vetor
plasmidial pCl-neo também contém a sequéncia da enzima neomicina fosfotransferase,
que confere resisténcia as células transfectadas contra o antibidtico sulfato de G418
(Sigma-Aldrich, EUA).
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Fc1 PS1 Dim Mut Link1

Fc2 PS1 Dim Mut ~ Link2
Fc3 PS1 Dim Wt Link1
Fed PS1 Dim Wi ~ Link2
Fcb PS1 Mon Mut Link1
Fc6 PS1 Mon Mut ~ Link2
Fc7 PS1 Mon Wt Link1
Fc8 PS1 Mon Wt ~ Link2
Fco Dim Mut Link1
Fc10 Dim Wt Link1
Fci1 Dim Mut Link1
Fc12 Dim Wt Link1
Fc13 Dim Mut Link1
Fc14 Dim Wt Link1

Figura 4.1 — Representacdo esquematica da disposicdo das modificacdes nas
14 construgbes plasmidiais (Fcl a Fcl4). Legenda: Peptideo sinal (PS), dimerizacao
(Dim), monomerizagdo (Mon), presenca de mutagdo (Mut), auséncia de
mutagao (Wt) e linker (Link).

4.3.2 Transfeccao

Para a transfeccdo com os 14 plasmideos, células HEK293 parentais foram
utilizadas com alta viabilidade celular, maior que 95%, e concentracéo de 1-10° células
vidveis por mL de meio. O protocolo foi seguido conforme orientacéo dos fabricantes
dos dois reagentes de transfeccao utilizados, ambos lipideos catiénicos, Lipofectamine
3000 (Thermo Fisher Scientific, EUA) e Mirus TransIT-2020 (Mirus Bio, EUA).

As construgdes plasmidiais Fc2, Fc5, Fc6 e Fc8 foram transfectadas em células
HEK?293 parentais em placas de 24 pocos profundos, em duplicata e controle negativo
(mock), com volume inicial de 2 mL da suspenséo de células em cada poc¢o. Apds uma
tentativa malsucedida de transfeccdo em placa, a construcdo Fc4 foi transfectada em
HEK293 em tubos agitados com volume inicial de 5 mL de suspenséo celular. As
transfeccbes estaveis das construcdes Fcl, Fc3, Fc7 e Fc9 a Fcl4 haviam sido
realizadas previamente por outros integrantes do Laboratério de Engenharia em
Cultivos Celulares (PEQ/COPPE/UFRJ) em placas de pocos profundos utilizando o
reagente de transfecc¢éo Lipofectamine 3000, seguindo o mesmo protocolo descrito nas

recomendacdes do fabricante.
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Para transfeccdo com Lipofectamine 3000, para cada 1 mL de suspenséo celular
com 1-10°8 cél/mL, foram adicionados 25 uL de meio opti-MEM (Gibco, EUA), 0,5 uL de
DNA plasmidial e 1 yL do reagente P3000 em um microtubo estéril e 25 uL de meio opti-
MEM e 1 uL reagente Lipofectamine 3000 a outro microtubo estéril, que foi misturado
ao primeiro. Apos 15 min de incubacdo para formacdo dos complexos lipideo-
plasmideo, o liquido foi adicionado a na suspensado celular, que foi cultivada sob

agitacao.

Para transfeccdo com Mirus TranslIT-2020, para cada 1 mL de suspenséo celular
com 1-10° cél/mL, foram adicionados 25 uL de meio opti-MEM, 0,5 uL de DNA plasmidial
e 1,5 pL do reagente Mirus em um microtubo estéril. Apds 20 min de incubacdo, o liquido

foi adicionado a suspensao celular, que foi cultivada sob agitacao.

4.3.3 Geracdo de populacdes celulares estaveis

A geracao de populactes celulares estaveis referentes as construgdes Fc2, Fc4,
Fcb, Fc6 e Fc8 foi realizada por meio do cultivo das células transfectadas em meio
contendo 100 pg/mL do antibidtico de selecéo sulfato de G418 (Sigma-Aldrich, EUA)
por 60 dias, periodo utilizado para garantir a morte de todas as células que nao
houvessem incorporado em seu genoma o contetido do plasmideo. A cada 3-4 dias, o
meio de cultivo contendo o antibiético, que era adicionado no mesmo dia, foi trocado
pela centrifugacdo a 300 g por 5 min, eliminacdo do sobrenadante e ressupensdo em
meio novo. Amostras de 1 mL de sobrenadante eram coletadas semanalmente para

verificacdo da expresséo dos fragmentos Fc.

BN

A concentragdo de antibidtico sulfato de G418 utlizada se refere & menor
concentrac@o capaz de gerar a morte das células hospedeiras em ensaios de curva de
morte realizados no Laboratério de Engenharia em Cultivos Celulares
(PEQ/COPPE/UFRJ) previamente por outros membros.
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4.4 Cultivo das populagdes celulares estaveis produtoras das

proteinas Fc

A viabilidade celular, em porcentagem de células viaveis, é calculada em relacao

a concentracao total de células (vivas ou mortas), conforme a Equacao 1.
Xv
Viabilidade = X 100 (2)

onde: Xv: concentracdo de células viaveis;
Xt: concentracdo de células totais.

Para monitorar a fase de crescimento celular, foram calculados a taxa especifica
de crescimento celular na fase exponencial (Lexp), €xpressa em hou d?, e o tempo de
duplicacéo na fase exponencial (toexp), Calculado a partir de pexp € expressa em htou d-

1, conforme as Equacdes 2 e 3:

dXv 1

hew = 30" Xy @)
In2

tpexp = @ 3)

onde: Xv: concentracdo de células viaveis;
t: tempo.

Para a obtencéo da taxa especifica de formacgéo de produto (ge), € necessario o
calculo da integral de células viaveis (ICV) em determinado n, expressa em cél-d/mL
(Equacédo 4). A taxa especifica de formacao de produto na fase exponencial (Qpexp) €

calculada na fase exponencial de crescimento e expressa em pg/cél/d (Equagao 5).

n (Xvp_1 +Xvy)
A e (S @
=1
Py —Pnq

Qpexp = Icv, — ICV,,_, (5)
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onde: P: concentracdo de produto (fragmento Fc).

A produtividade geral é referente a quantidade de produto gerado por dia ao longo

de todo o cultivo, sendo expresso em ug/d e calculado conforme a Equacéo 6.

massa total de produto gerado

Produtividade geral = 6
9 tempo total de cultivo ©)
A produtividade volumétrica especifica (Pve) leva em consideracao o volume de
meio de cultivo utilizado e é calculado pela divisdo da massa total de produto gerado
pelo tempo total do cultivo e pelo volume total de meio utilizado, sendo expresso em ug
de produto por litro de meio de cultivo por dia (Equagao 7).
Pac

Pve = ———— 7
tproc ' Vgasto ( )

onde: Pa:: massa do produto acumulado ao longo do processo;
tproc: tempo de processo de cultivo;

Vgasto: VOlume de meio de cultivo gasto.

4.4.1 Cultivo em tubos ventilados em modo batelada

Foram realizados estudos cinéticos de crescimento celular com as populagdes
celulares estaveis geradas por transfeccédo para a avaliacdo do crescimento celular,

consumo de nutrientes e expressao de proteinas Fc.

Para verificar o crescimento em batelada, cada populacao referente a uma das 14
construcdes plasmidiais foi cultivada em 15 mL de meio HEK TF novo com concentragéo
de células viaveis inicial de 0,5-10° cél/mL, em duplicata experimental, em tubos
cilindricos de fundo conicos de polipropileno agitados com tampa com filtro para trocas
gasosas (TubeSpin, TPP, Suica), neste trabalhos referidos apenas como tubos
ventilados, que foram cultivados a 180 rpm, em shaker com 6rbita de 5 cm, 37°C e 5%
de CO; até que a viabilidade celular atingisse 80%, valor inferior ao tolerado para o
cultivo industrial de células. Amostragens de 0,3-0,6 mL eram realizadas diariamente
para andlises de células viaveis, viabilidade celular, concentragéo de glicose e lactato e

quantificagédo de proteinas Fc.
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4.4.2 Cultivo em tubos ventilados em modo pseudoperfuséo

A partir dos resultados obtidos nos estudos cinéticos das populacbes
recombinantes em batelada e de analises realizadas em paralelo no Immune
Engineering Laboratory da University of Kansas (Lawrence, EUA), as populactes
celulares HEK.Fcl e HEK.Fc9 foram escolhidas como as mais promissoras para a

continuacédo do estudo e cultivadas em modo pseudoperfusao.

Para estes ensaios, as populacdes celulares foram cultivadas em tubos ventilados
agitados, em triplicata experimental, nas mesmas condi¢des do ensaio em batelada, e
foram analisadas as mesmas variaveis. A partir do quarto dia de cultivo, quando as
células estavam em fase exponencial de crescimento, foram realizadas trocas diarias
de meio de cultivo a uma taxa de um volume de meio por dia, com substituicdo por meio
de cultivo novo aquecido a 37°C. Para isso, os tubos ventilados eram centrifugados a
300 g por 5 min em temperatura ambiente, parte do sobrenadante (100-150 uL) era
armazenado como amostra e o resto era descartado. Por fim, o pellet de células era
ressuspendido em meio novo. O processo foi mantido em cultivo com troca diaria de

meio até que a viabilidade celular atingisse menos de 80%.

A taxa de troca de meio representa a fragdo do meio do volume de trabalho
trocada diariamente, expressa em volume de meio de cultivo trocada por volume de

trabalho por dia (vvd), sendo que 1 vvd = 100% de meio trocado.

4.4.3 Cultivo em biorreator de tanque agitado no modo batelada

Os ensaios em maior escala foram conduzidos com o cultivo das populagdes
celulares HEK.Fcl e HEK.Fc9 em modo batelada em biorreator de tanque agitado (ez-
Control, Applikon Biotechnology B. V., Holanda) com volume de trabalho de 1,51L,
utilizando o mesmo meio de cultivo, HEK TF suplementado com glutamina. O sistema
do biorreator realizava o monitoramento em linha (online) de temperatura, pH, DO,

agitacao e injecao de gases.

Os valores desejados de temperatura, pH e oxigénio dissolvido (DO) foram
ajustados para 37°C, 7,1 e 40% da saturacao do ar, respectivamente. A agitacao foi
mantida entre 200 e 300 rpm, utilizando dois impelidores, um impelidor tipo Rushton

localizado na parte inferior e uma hélice nautica na parte superior, ambos submersos. A
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injecdo de base para o cultivo da populacdo HEK.Fc1 foi muito restrita, com pouca base
carbonato de sédio adicionada, o que resultou em leve diminui¢cdo do pH. No cultivo de
HEK.Fc9 esse problema foi corrigido, permitindo um melhor controle do pH por injecéo
da base. Nao foi necesséria a utilizacdo de antiespumante para o controle da formacéao
de espuma. O exaustor de ar era mantido a 20°C pela recirculacdo de agua resfriada

por um banho termostatico de recirculacao.

A propagacao do inéculo foi realizada em frascos erlenmeyer agitados conforme
indicado no item 4.2 e a inoculagdo foi realizada com concentracdo de 0,5-10° cél/mL.
As amostragens foram realizadas entre uma e duas vezes por dia, com retirada de
10 mL de cultivo. Eram realizadas andlises para concentracdo e viabilidade celular,
concentracdo de glicose e lactato e concentragdo de proteinas Fc, além da analise
externa (offline) de pH para correcao do offset, caso necessario.

4.5 Ensaios analiticos

4.5.1 Concentracéo e viabilidade celular

A quantificacdo da concentracdo de células totais, células viaveis e da viabilidade
celular foi realizada utilizando o contador automético de células Vi-CELL XR (Beckman
Coulter, EUA), que utiliza a técnica da exclusdo por azul de tripan, em que as células
mortas sdo coradas pelo corante e distinguidas das viaveis. O equipamento passa a
suspensdo celular corada por um capilar, em que séo tiradas 50 fotos para fins de
analise digital de imagens pelo software. A viabilidade € resultado da raz&o entre células
viaveis e células totais contadas. Por contagem, eram utilizados 0,5 mL de amostra

diluida ou néo do cultivo celular.

4.5.2 Concentracdes de glicose e lactato

A concentracdo do nutriente glicose (Glc) e do metabdlito lactato (Lac) foram
quantificados por meio do analisador bioquimico YSI 2700 Select Analyser (YSI Inc.,
EUA), que utiliza membranas com enzimas imobilizadas para quantificacdo de
metabdlitos. Amostras de 20 puL do sobrenadante diluido ou n&do, que eram coletados

nos experimentos de cinética de crescimento celular, eram quantificadas diariamente.
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4.5.3 Quantificagao dos fragmentos Fc

As proteinas Fc foram quantificadas por spot blot, uma forma de imunoblot.
Amostras de sobrenadante dos cultivos eram pipetadas (3 |IL) em uma membrana de
nitrocelulose (Vita Scientific, EUA) formando “spots” circulares. Diluicdes de IgG do soro
humano (14506, Sigma-Aldrich, EUA) eram utilizadas como padrdo na quantificacao.
Apbs secagem total da membrana, a mesma era incubada por 1 h em solucdo de TBS
(150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4) contendo 5% (m/v) de leite em p6 desnatado
para bloqueio de toda a superficie ndo utilizada da membrana. Em seguida, a membrana
era incubada em solugcdo de TBS com o anticorpo anti-Fc conjugado a enzima
peroxidase (SAB3701282, Sigma-Aldrich, EUA) por 1 h. Apos lavagem por 4 vezes, a
membrana era revelada com o kit de revelacéo Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad,
EUA), que utiliza luminol para interagir com a enzima peroxidase. A detecgédo da
quimiluminescéncia das amostras era realizada com o fotodocumentador FluorChem E

(Cell Biosciences, EUA) ap6s 3 min de exposi¢do com luz ultravioleta.

A quantificacdo das amostras a partir das imagens do spot blot foi realizada por
densitometria com o software ImageJ (versdo 1.52a, National Institutes of Health, NIH,
USA), utilizando diluicdes de um padrdo de 1gG do soro humano (14506-50MG, Sigma-
Aldrich, EUA) que serdo indicadas junto aos respectivos resultados, também aplicado a

membrana.

4.5.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida e revelacdo por azul de

Coomassie

As massas moleculares das proteinas do sobrenadante do cultivo das populacdes
celulares foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O
preparo do gel de separacdo a 12% (m/v) de poliacrilamida, foi feito utilizando tampéo
Tris-HCI (1,5 M e pH 8,8), solucao de acrilamida (30%)/bis-acrilamida (0,8%), SDS 10%,
PSA 10% e TEMED (PlusOne, GE Healthcare Life Sciences, Alemanha). O gel de
empilhamento foi preparado da mesma forma, mas utilizando o tamp&o Tris-HCI (0,5 M

e pH 6,8) e concentracdo de poliacrilamida de 0,8% (m/v).

O preparo da amostra foi consistiu na diluicdo (3:1) do sobrenadante em tampéo
de amostra concentrado (50% de solucéo Tris-HCI 0,5 M, 40% de glicerol, 8% de SDS
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e 0,1% de azul de Bromofenol). O procedimento foi realizado em condicbes n&o-
redutoras, sem adicao de B-mercaptoetanol. O gel de empilhamento, localizado sobre o
gel de separacéo, foi utilizado para a aplicacdo de 28 uL de amostra por poco. A
eletroforese foi realizada no equipamento Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad,
EUA) com marcador de massa molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards, Bio-Rad, EUA).

A revelacao do gel foi feita com solucdo corante de azul de Coomassie (2,5 ¢
Coomassie blue, 50% etanol e 10% acido acético glacial) por 1 h, seguida da remocéao
do excesso de corante por trés lavagens de 1 h cada com solucdo descorante (50%
etanol e 10% acido acético glacial). Em seguida, foram tiradas fotos dos géis em

scanner.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Geragédo de células animais recombinantes produtoras de

proteinas Fc

Foi realizada a transfeccao dos diferentes plasmideos em células HEK293-3F6
com o objetivo de se obter células recombinantes estaveis produtoras dos fragmentos
Fc. Diversos estudos ja obtiveram sucesso na transfeccdo de células HEK293 para
producdo de fragmentos Fc (SUBEDI et al.,, 2015; WELLS e ROBINSON, 2018),
proteinas de fusdo Fc (SCHIRRMANN e BUSSOW, 2010; SUEN et al., 2010; GRAF,
2018) ou imunoglobulinas inteiras (NAHREINI et al., 2003; BERNTZEN et al., 2005;
ROSE et al., 2016).

Previamente ao presente trabalho, outros membros do Laborat6rio de Engenharia
em Cultivos Celulares (LECC/COPPE/UFRJ) realizaram transfeccfes de todos as
construcdes génicas nas células HEK293-3F6 e efetuaram a selecdo das populacdes
estaveis por 60 dias na presenca do agente de sele¢éo, resultando na obtencdo bem-
sucedida de popula¢cbes recombinantes estaveis para 9 das 14 constru¢des génicas:
Fcl, Fc3, Fc7, Fc9, Fcl0, Fcll, Fcl2, Fcl3 e Fcl4. As populacgdes referentes as outras

construcdes génicas ndo sobreviveram ao periodo de selegéo.

No presente trabalho, foi realizada, adotando a mesma metodologia usada
anteriormente e descrita no item 4.3, a transfec¢éo dos plasmideos restantes (Fc2, Fc4,
Fc5, Fc6 e Fc8) nas células hospedeiras e a selegéo de células estaveis por até 60 dias
com sulfato de G418 utilizando placas de 24 pocos profundos e comparando dois
reagentes de transfeccdo, Lipofectamine 3000 e Mirus TransIT-2020 (Figura 5.1). A
geracgdo de populacdes estaveis de células transfectadas foi bem-sucedida para todas
as construcdes génicas testadas, com excecédo das células transfectadas com Fc8 com
0 reagente Mirus TranslIT-2020 e das células transfectadas com Fc4 com ambos
reagentes, que ndo sobreviveram ao processo de sele¢éo. Devido ao maior sucesso da
utilizagdo do reagente Lipofectamine 3000, as células transfectadas com o reagente
Mirus TranslIT-2020 foram criopreservadas apés 48 dias de sele¢do, mantendo-se
apenas as células transfectadas com o reagente Lipofectamine 3000 até o fim da
selecéo.
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Figura 5.1 — Placa de 24 pocos profundos para cultivo de células animais utilizada na
transfecgcdo em duplicata com os plasmideos Fc2, Fc4, Fc5, Fc6 e Fc8 com os
reagentes Lipofectamine 3000 (indicado pela letra L) e Mirus TransIT-2020 (letra M) e
nas primeiras semanas de sele¢do com antibiético sulfato de G418.

A transfeccdo com o plasmideo Fc4, seguida de sele¢do com sulfato de G418, foi
repetida em células HEK293 em tubos ventilados com 5 mL de volume de transfecgéo,
resultando em populagBes recombinantes estaveis utilizando os dois reagentes de

transfeccéo, que foram criopreservadas apés o periodo de 60 de selecéo.

Os perfis de concentracdo de células viaveis (Xv) e viabilidade das populacbes
estaveis obtidas referentes as construcdes 2, 4, 5, 6, e 8 ao longo dos 60 dias de sele¢éo
estdo mostrados na Figura 5.2, na qual as quedas sucessivas de Xv representam a
diluicdo das células para 1-10° cél/mL em meio novo, realizada a cada passagem apos
a recuperacéao da viabilidade celular.

Durante a sele¢do das células transfectadas em placas de pocos fundos, as
células mortas tendiam a ndo sedimentar completamente apés a centrifugacgéo,
diferentemente das células viaveis, que sedimentavam no fundo da placa formando um
pellet. Esta constatacdo foi confirmada por observacdo em microscépio utilizando a
técnica de exclusdo por azul de tripan. Inevitavelmente, parte dos agregados de células
mortas era removida com a retirada do sobrenadante, selecionando-se, de forma né&o-
intencional, as células viaveis, o que permitiu obter valores de viabilidade relativamente

altos (superiores a 50%) mesmo durante o “vale da morte” (Fig. 5.2, itens a, c, d, e).

A separagdo fisica preferencial entre células viaveis e ndo-viaveis na
centrifugacdo néo foi observada nas selec6es dos transfectomas realizada em tubos
ventilados, referentes a construgdo Fc4 (Fig. 5.2b), nas quais se observou valores de
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viabilidade abaixo dos 40% por um longo periodo. Assim, pode-se concluir que as
condicBes de centrifugacdo nos tubos ventilados propiciavam retencdo de todas as
células (vivas e mortas), enquanto as condic¢des de centrifugacdo nas placas com po¢os
de fundo piramidal propiciavam a retencéo preferencial de células vivas, o que parece

ser vantajoso para o processo de geracao de células estaveis.
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Figura 5.2 — Perfil de concentragdo celular e viabilidade de células transfectadas com
os plasmideos Fc2 (a), Fc4 (b), Fc5 (c), Fc6 (d), Fc8 (e) e o controle negativo (f) durante
o periodo de selecao (a partir do segundo dia pds-transfeccao) na presenca do agente
de selecdo. Todas as transfec¢des foram realizadas em placa de pocos fundos, exceto
Fc4, para o qual foram usados tubos ventilados. A selecdo das células transfectadas
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com o reagente Mirus TransIT-2020 foi interrompida apdés o dia 48 para todas as
condi¢des, com excecdo de Fc4.

Outra diferenca observada entre os experimentos realizados em placas e tubos
ventilados foi em relacdo ao periodo até a recuperacao das células durante a selecéo
com antibioticos. Nas transfec¢des com as construcoes Fc2, Fc5, Fc6 e Fc8, realizadas
em placa, a recuperacdo das células, indicada pelo aumento da viabilidade e pelo
crescimento exponencial, foi observada entre os dias 20 e 25, enquanto para Fc4,
realizada em tubos agitados, o0 mesmo foi verificado a partir do dia 55 da selecéo. Para
células em suspensdo, o periodo de selecdo normalmente dura entre 30 e 60 dias
(BOLLATI-FOGOLIN e COMINI, 2008; LOIGNON et al., 2008).

Sabe-se que as células podem ser induzidas a morte programada quando ha
presenca de alguns fatores no meio de cultivo, como espécies reativas de oxigénio,
proteases e fatores pro-apoptoticos, bem como quando ha alteragc6es das condi¢bes de
pH e osmolalidade no meio, que podem ser ocasionadas por extravasamento do citosol
de células mortas (PELLEGRINI et al., 2008; KRAMPE e AL-RUBEAI, 2010). Assim, a
presenca de células ndo-vidveis em maior quantidade nos tubos ventilados pode ter
induzido inibicdo do crescimento celular ou morte das células viaveis pelo

extravasamento desses fatores no meio de cultivo.

5.1.1 Comparacao entre reagentes de transfeccdo Lipofectamine 3000 e
Mirus TransIT-2020

As transfeccdes com os plasmideos Fc utilizando os reagentes de transfecgéo
Lipofectamine 3000 e Mirus TransIT-2020 foram comparadas em relacéo a recuperacao

das células transfectadas.

Quanto a recuperacdo dos transfectomas durante o periodo de sele¢cdo com
antibidtico G418, o reagente Lipofectamine 3000 resultou em recuperacao mais rapida
da concentracdo de células viaveis referentes as construcdes Fc5 e Fc6, o que pode
ser evidenciado nos entre os dias 5 e 20 (Figura 5.2, itens c e d). Além disso, somente
as células referentes ao plasmideo Fc8 transfectadas com o reagente Lipofectamine
3000 sobreviveram ao periodo de sele¢do. Nao foi observada diferenca, para Fc2 e Fc4,
entre os experimentos com os dois lipideos em relacdo a recuperagéo do crescimento

celular.
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A morte de todas as células transfectadas com Fc8 utilizando Mirus TransIT-2020,
bem como a morte de parte das células das outras condi¢cbes, pode ser resultante da
combinacdo de vérios fatores: 1) a baixa taxa de células que tiveram coépias do
plasmideo inseridos em seu genoma, o que gera a morte das células ndo-transfectadas
por citotoxicidade do antibiético sulfato de G418; 2) a expressdo transiente de uma
proteina exdgena, no caso o fragmento Fc, que desvia 0 maquinario celular para esta
funcao, reduzindo energia e nutrientes gastos para manutencdo da célula (BOLLATI-
FOGOLIN e COMINI, 2008; KIM e EBERWINE, 2010); 3) a citotoxicidade dos lipideos
catidnicos sobre as células (NGUYEN et al.,, 2007); e 4) a presenca de fatores e
proteinas intracelulares no meio de cultivo, tais como proteases, lipases e fatores pro-
apoptéticos, como consequéncia da lise de células mortas no processo (KRAMPE e AL-
RUBEAI, 2010).

Quanto a producdo de proteinas Fc durante o periodo de selecao, os resultados
de imunoblot (Figura 5.3) confirmam a produc¢éo de todas as variantes (Fc2, Fc4, Fc5,
Fc6 e Fc8) pelas células transfectadas por até 60 dias na presenca do antibiético, o que
confirma que os genes relativos as proteinas Fc foram incorporados dor forma estavel
ao codigo genético das células HEK293. Por ndo se tratar de uma transfeccdo de
insercao génica sitio dirigida, o resultado é uma populacdo de células heterogénea em
relacdo ao numero de copias de DNA integradas e a localiza¢éo do sitio de integracao.

IgG  HEK293 Fc2 Fc4 Fc5 Fcé Fc8
Lip. Mir.  Lip. Mir. Lip. Mir. Lip. Mir. Lip. Mir. Lip. Mir.

0 pg/mL

Dia 6 (pogo 1)
0,156 pg/mL Dia 6 (pocgo 2)
0,250 pg/mL ‘ Dia 12 (pogo 1)
0,312 pg/mL Dia 12 (pogo 2)
0,625 pg/mL ’ Dia 19 (pogo 1)
1,25ug/mL @ ©® € e Dia 19 (pogo 2)
25ugmL. @ @ ® @ ® ¢ Dia 26
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® (@c0eleee [
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Figura 5.3 — Spot blot das amostras de sobrenadante da sele¢gdo com sulfato de G418
para geracdo de populagbes estaveis de células HEK293 transfectadas com as
construcdes Fc2, Fc4, Fcb, Fc6, Fc8 com os reagentes de transfeccao Lipofectamine
3000 (indicado como “Lip.”) e Mirus TranslIT-2020 (indicado como “Mir.”). O controle
negativo foi feito com células HEK293 transfectadas sem DNA (“mock”). IgG de soro
humano utilizado como padrao para quantificacdo. As amostras dos dias 6 a 19 relativas
as construcdes Fc2, Fcb, Fc6 e Fc8 sao referentes as duplicatas biolégicas da placa de
pocos profundos. Apds este dia, as células dos pocos foram reunidas em um tubo
ventilado. A selegdo das células transfectadas com Mirus TransIT-2020 foi interrompida
apos o dia 48 para todas as condictes, exceto Fc4.

N&o se pode afirmar qual reagente resultou nas células mais produtivas em
relacdo a expressdo de Fc a partir da quantificacdo realizada pelo imunoblot do
sobrenadante das amostras, pois as concentra¢cdes de células ndo eram as mesmas no
momento da obtencdo dos sobrenadantes. Sabe-se que os transfectomas gerados com
Mirus TransIT-2020 demoraram mais tempo para se recuperar, o que poderia resultar

na diferenca entre os sinais obtidos no spot blot.

Conforme revisdo bibliografica realizada, ndo had comparagdo entre os dois
reagentes na transfeccdo de células HEK293 ou para a producgdo de fragmentos Fc
descrita na literatura. Contudo, ha comparacgdes dos reagentes para outras linhagens
celulares e produtos. Sarkar e colaboradores (2015) verificaram o dobro da eficiéncia
de transfec¢do com o reagente Lipofectamine 3000 em células HelLa para a expressao
de GFP, em relacdo ao reagente TransIT-2020. Tamm e colaboradores (2016)
verificaram eficiéncia similar de transfeccdo para células-tronco embrionarias de
camundongos transfectadas com os dois reagentes, tanto em cultivos em suspensao
como aderente. Hsu e colaboradores (2018), que transfectaram fibroblastos humanos
cultivados em microcarregadores com varios lipideos cati6nicos, observaram que
Lipofectamine 3000 apresentou maior citotoxicidade e menor expresséo da proteina de
interesse do que o reagente Mirus TransIT-2020. Cheung e colaboradores (2018)
observaram que o reagente TransIT-2020 foi o melhor em relagéo a expressao de GFP
em células mesenquimais da medula 6ssea humana em comparacdo com VAarios
lipideos catidnicos, incluindo Lipofectamine 3000, além de n&o observarem diferenca de
citotoxicidade entre os reagentes testados. Sendo assim, considerando os resultados
para outros tipos de células, ndo ha um consenso sobre a superioridade de um ou outro

lipideo.
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5.2 Estudo cinético em tubos ventilados em modo batelada

Os estudos cinéticos comparativos em batelada, realizados em tubos ventilados,
comprovaram a producdo de proteinas Fc em diferentes niveis pelas diferentes
populacdes estaveis geradas a partir das 14 construgdes génicas, que serdo chamadas
de populaces estaveis HEK.Fc1-14. Os resultados de concentragdo maxima de células
viaveis (Xvmax), de taxa especifica de crescimento celular na fase exponencial (Jexp) €

tempo de duplicagdo (tpexp) €stdo mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Concentracdo maxima de células viaveis (Xvmax), taxa especifica de
crescimento celular na fase exponencial (Jexp) € tempo de duplicacdo das populacdes
celulares estaveis e da linhagem hospedeira no cultivo em batelada em tubos ventilados.
Os desvios sao referentes as duplicatas biologicas.

Populacéo XVmax Hexp toexp

celular estavel  (10° cél/mL) (d?h (h)

HEK?293-3F6 12,9+0,0 0,661 + 0,033 252+1,3
HEK.Fcl1 13,2+ 0,9 0,551 + 0,005 30,2+0,3
HEK.Fc2 11,5+0,0 0,605 = 0,019 27,5+0,8
HEK.Fc3 13,0+ 0,3 0,532 £ 0,001 26,3+0,0
HEK.Fc4 13,7+ 0,6 0,572 + 0,027 29,1+1,4
HEK.Fc5 13,8+0,8 0,558 + 0,002 29,8+0,1
HEK.Fc6 13,5+ 0,7 0,570 + 0,005 29,2+0,2
HEK.Fc7 12,6 £0,1 0,532 £ 0,025 31,3+15
HEK.Fc8 13,1+0,2 0,588 = 0,045 28,4+22
HEK.Fc9 15,1+0,1 0,589 = 0,005 28,3+0,2
HEK.Fc10 13,3+0,9 0,598 + 0,000 27,8+0,0
HEK.Fcll 14,4+ 0,2 0,580 + 0,028 28,7+1,4
HEK.Fc12 13,2+0,1 0,600 = 0,008 27,7+0,4
HEK.Fc13 141+04 0,620 £ 0,016 26,9+0,7
HEK.Fc14 12,9+ 0,6 0,579 + 0,001 28,7+0,0

Com o intuito de avaliar a influéncia das diferentes constru¢des génicas no cultivo
celular e na expressao das proteinas Fc, as 14 populacbes foram separadas em dois
grupos: 1°) construcdes que contém o peptideo sinal 1 (PS1), que incluem as
populagbes celulares de HEK.Fc1-8; e 2°) construcBes que contém a sequéncia para
dimerizagdo e o linker 1 (Link1), porém diferentes peptideos sinal, que incluem as

populagdes celulares HEK.Fc1/3/9-14.

De forma geral, todas as populacdes apresentaram perfis de crescimento celular

similares (Figura 5.4), apresentando uma curva tipica de cultivo em batelada (Figura 2.6)
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com quatro fases de crescimento distintas. Foram observados tempos de duplicacéo
semelhantes ou superiores em até 24,2%, como no caso da populacéo celular HEK.Fc7,
aos observados para a linhagem celular hospedeira. As concentraces maximas de
células vidveis (Xvmax) de todas as populacdes foram entre 11 e 15 milhdes cél/mL e as
viabilidades celulares se mantiveram acima de 90% por 7 a 8 dias, decaindo
rapidamente apos a deplecdo de nutrientes. Assim, estes dados indicam que as
diferencas nas construcdes génicas codificando o fragmento Fc ndo resultaram em

alteracdes nos padrdes de crescimento celular ou consumo de nutrientes.
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Figura 5.4 — Perfis de concentracdo de células viaveis (Xv) e viabilidade celular nos
estudos cinéticos de cultivo das populagfes celulares estaveis, realizados em batelada
em tubos ventilados por 9 dias, divididos em dois grupos para facilitar visualizagdo da
influéncia das constructes plasmidiais: (A) populacdes HEK.Fc1-8; e (B) populacbes
HEK.Fc1/3/9-14. Legenda: Xv (linha continua e circulos preenchidos); viabilidade (linha
tracejada e quadrados n&o preenchidos); linhagem HEK293-3F6 hospedeira nao
transfectadas (linhas pretas); barras de erro referentes as duplicatas biolégicas.
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Liste-Calleja e colaboradores (2014) obtiveram concentracdes de células viaveis
de 9,75-10° cél/mL em cultivo em meio comercial basal com suplemento quimicamente
definido e 12,63-10° cél/mL em cultivo com 10% de soro fetal bovino em estudo de
otimizacdo de meios de cultivo para células HEK293 em frascos agitados. Alvim e
colaboradores (2019a) obtiveram uma concentragdo maxima de 10,3-10° cél/mL no
cultivo em batelada de células HEK293-3F6 produtoras de particulas pseudovirais de
Zika em frascos agitados. Lorenzo e colaboradores (2019) obtiveram concentracdes
celulares maximas menores, entre 0,93 e 3,47 milhdes de células por mL, no cultivo em
suspensao de células HEK293-E2-CD154 para a producéo de particulas virais em meios

de cultivo comerciais livres de componentes de origem animal.

As populagbes produtoras de Fcl, Fc2, Fc5, Fc6 e Fc8 apresentaram abrupto
declinio da concentragao celular no 8° dia, indicando maior sensibilidade a deplecéo de
nutrientes do meio de cultivo do que as outras populacdes. Tal comportamento ndo afeta
seu uso, pois em processos industriais ndo se costuma estender o cultivo até
viabilidades abaixo de 80%, por afetar a qualidade das proteinas expressas e
contaminar, com material intracelular liberado de células mortas, o sobrenadante

utilizado nas etapas de downstream com detritos celulares (LINDSKOG, 2015b).

Os resultados das concentracdes de glicose e lactato na cinética em batelada para
as 14 populacdes celulares (Figura 5.5) mostram que o perfil de consumo de glicose foi
similar para todas, com deplecéo completa entre os dias 6 e 7. O perfil da concentragéo
de lactato também foi similar, com produgéo de até 1,3 g/L (14,43 mM) até os dias 3-4.
Concomitantemente com a diminuicdo da glicose no meio de cultivo, as células
realizaram uma mudanca em seu metabolismo, passando a consumir o lactato como
fonte de energia e carbono até sua total deplecdo, nos dias 7-8. Este comportamento
esta de acordo com o observado na literatura e a total deplegéo de lactato é visto como
positivo para a estabilidade da expresséo proteica (MULUKUTLA et al., 2012; LISTE-
CALLEJA et al., 2015; LINDSKOG, 2018b).
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Figura 5.5 — Perfis de concentracdo de glicose e lactato nos estudos cinéticos de cultivo
das populacdes celulares estaveis, realizados em batelada em tubos ventilados por
9 dias, divididos em dois grupos: (A) populacdes HEK.Fcl-8; e (B) populacdes
HEK.Fc1/3/9-14. Legenda: concentracdo de glicose (linha continua e triangulos
preenchidos); concentracdo de lactato (linha tracejada e triangulos ndo preenchidos);
linhagem HEK293-3F6 hospedeira ndo transfectadas (linhas pretas); barras de erro
referentes as duplicatas biolégicas.

N&o foram observadas alteracdes significativas nos perfis de crescimento celular
e consumo de nutrientes das populacdes transfectadas em relacdo a linhagem
hospedeira HEK293-3F6 nao transfectada, o que indica que a expressédo de proteinas
Fc ndo afetou o crescimento das populacbes de forma significativa. Por serem
populacdes heterogéneas, € possivel que algumas células, com maior produtividade
celular, tenham tido seu metabolismo afetado em funcdo da alta expressédo celular,
como é observado na maioria das transfec¢des de integracdo aleat6ria, mas sem que

isso alterasse a populagdo como um todo (SHI et al., 2014; HAUSER, 2015).

Quanto as proteinas Fc secretadas, foi possivel verificar diferencas nos niveis de
expressdo. Os resultados de spot blot e da quantificacdo por densitometria estido
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mostrados na Figura 5.6. A expresséo foi verificada ao longo de todo o cultivo em todas
as populacgdes celulares, com perfil semelhante ao da concentracdo de células e maior

expressao durante a fase exponencial.
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Figura 5.6 — Producéao de proteinas Fc secretadas pelas populacdes celulares estaveis
HEK.Fc1-14 durante os 9 dias de estudo cinético de producdo em batelada em tubos
ventilados. (A) Imagem de revelacdo de um dos spot blot realizados: os nimeros 1 a 14
séo referentes as populacdes celulares HEK.Fc. Diferentes concentracées de IgG de
soro humano foram utilizadas como padréo para quantificagéo (retangulo azul); (B) Perfil
de producao de proteinas Fc nas populagfes HEK.Fc1-8; e (C) Perfil de producéo de
proteinas Fc nas populacdes HEK.Fc1/3/9-14.0s dados mostrados em (B) e (C) foram
calculados por analise de imagem e densitometria a partir da imagem mostrada em (A).

No grupo de populag@es celulares transfectadas com a sequéncia referente ao
peptideo sinal 1 (Figura 5.6B), que incluem as populagbes HEK.Fcl-8, foram
observados diferentes niveis de secrecdo de fragmento Fc, sendo que as populacdes

HEK.Fc3 e HEK.Fc7 apresentaram as maiores producfes. Os genes referentes as
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proteina Fc3 e Fc7 compartilham as sequéncias para peptideo sinal 1 (PS1), auséncia
de mutacdo com impacto na atividade bioldgica (Wt) e linker 1 (Link1), com diferenca
apenas na mutacado para evitar a formacao de dimeros. Assim, esses resultados podem
indicar uma combinacao de modificacdes génicas promissora para a maior expressao

desse tipo de proteina em células HEK293.

No grupo de populacdes celulares com diferentes peptideos sinal (Figura 5.6C),
referentes as populacbes HEK.Fcl1/3/9-14, foi observada a menor expressao de
proteinas Fc nas populacdes que contém o peptideo sinal 3 (PS3): HEK.Fcll e
HEK.Fc12. O nivel de expressao de uma proteina esta diretamente ligado com a selecéo
do peptideo sinal, que sinaliza para a sua secrecao pela célula (STERN et al., 2007;
ATALLAH et al., 2017). Assim, pode-se concluir que PS3 é o menos efetivo para a
expressao de proteinas em células HEK293 em comparagédo com os outros peptideos
sinal testados. S&o poucos os relatos de otimizacao de peptideos sinal especificamente
para células HEK293 (JAGER et al., 2013; GULER-GANE et al., 2016; ROMAN et al.,
2016).

Analisando-se as proteinas do sobrenadante dos cultivos das populacdes estaveis
por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 5.7), foi possivel observar
bandas referentes a todas as proteinas Fc, formando bandas de aproximadamente
50 kDa, em contraste com o sobrenadante da célula hospedeira nédo tarnsfectada, que
ndo apresentou esta banda. Por se tratar de populacdes heterogéneas e néo-
enriguecidas para células mais produtivas, a intensidade das bandas das proteinas Fc
ndo € alta. A posicdo das bandas de fragmentos Fc da andlise estd de acordo os
resultados da observados por SDS-PAGE em condi¢cdes ndo-redutoras por Subedi e
colaboradores (2015).

Contudo, ndo era esperada a observacdo de bandas na regido de
aproximadamente 50 kDa para as populacdes HEK.Fc5-8, que foram transfectadas com
plasmideos contendo uma alteracdo para que ndo fosse possivel a formagdo das
ligagBes dissulfidicas que unem as duas subunidades Cx2, responséaveis pela formacao
da proteina dimérica. Conforme observado na andlise por SDS-PAGE de Ying e
colaboradores (2012), que obtiveram proteinas Fc monoméricas com sucesso, estas

deveriam formar bandas de aproximadamente 27 kDa.
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Figura 5.7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) das proteinas no sobrenadante
das populacdes celulares estaveis HEK.Fc1-8 (esquerda) e HEK.Fc1/3/9-14 (direita) do
7° dia de cultivo em batelada em tubos ventilados, em condi¢bes nédo-redutoras, com
revelacdo por azul de Coomassie. Marcador de massa molecular (Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad, EUA) na primeira posicdo. Na segunda
posicdo, como controle negativo, sobrenadante de HEK293-3F6 nao transfectada, na
gual a seta indica a falta da banda referente as proteinas Fc.

Portanto, pode-se concluir que a mutag&o contida nessas estruturas génicas para
promover a monomerizagdo das proteinas Fc ndo foi bem-sucedida. Dados obtidos de
forma paralela pelo Immune Engineering Laboratory da University of Kansas (Lawrence,
Kansas, EUA) com proteinas Fc produzidas no LECC confirmam a formacgdo de
proteinas diméricas pelas populagbes celulares HEK.Fc5-8 (dados ndo mostrados).

Assim, estas populagfes deixaram de ser prioritarias para a otimizag&o de cultivo.

A producéo de proteinas Fc monoméricas, compostas de apenas uma subunidade
Cu2 e uma subunidade Cu3, teria como principal vantagem a reducao de seu tamanho
molecular em relacdo aos anticorpos monoclonais completos e proteinas de fuséo Fc,
podendo ser utilizadas em proteinas de fusdo para superar problemas como baixa
penetracao em tecidos e impedimento estérico na ligacdo a epitopos (WANG et al.,
2017). O termo Fc monomérico ndo deve ser confundido com as chamadas proteinas
de fusdo Fc monoméricas, que se referem a proteina Fc dimérica ligada a uma Unica
molécula efetora (YING et al., 2012).

Em outros experimentos realizados por membros do Immune Engineering
Laboratory da University of Kansas, foi observado que o linker 1 apresentou os melhores
resultados relativos a ligagdo dos fragmentos Fc produzidos no LECC com outras
moléculas de interesse. Além disso, em estudos de atividade biol6gica, os colegas da
University of Kansas identificaram a mutagcdo presente nas proteinas referentes as

construcdes 1, 2, 5, 6, 9, 11 e 13 como mais promissora para utilizagdo do que as
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construcdes que continham a sequéncia nativa (Wt) da proteina 1gG (dados nédo

mostrados).

Assim, definiu-se como prioritario o desenvolvimento do processo de cultivo para
as populacdes celulares referentes as constru¢cdes plasmidiais que contém as
sequéncias para dimerizacdo (Dim), mutacdo (Mut) e linker 1 (Linkl), ou seja, as
popula¢gbes HEK.Fcl, HEK.Fc9, HEK.Fcll e HEK.Fcl13, que diferem entre si apenas
pelas sequéncias dos peptideos sinal, que sao clivados ha secre¢ao proteica, resultando
na expressao da mesma proteina. Por fim, a partir da analise dos resultados de cultivo
e producdo de proteinas Fc para essas quatro populacfes celulares (Tabela 5.2), as
populacbes HEK.Fcl e HEK.Fc9 foram escolhidas para a continuac¢édo do estudo, com
a realizacdo do cultivo em modo pseudoperfusdo em tubos ventilados, com o objetivo
de simular o cultivo em perfusdo. HEK.Fc1 foi escolhida pela maior expressao proteica
e HEK.Fc9 pela maior concentragdo celular obtida e segunda maior expressao
observada.

Tabela 5.2 — Resumo dos parametros de crescimento celular e expressao de proteinas
Fc secretadas pelas populacdes celulares estaveis consideradas prioritarias, que
contém as sequéncias para dimerizacdo, mutacdo e linker 1. Legenda: Concentragao
méaxima de células viaveis (Xvmax); taxa especifica de crescimento celular na fase
exponencial (Uexp); tempo de duplicacao na fase exponencial (tpexp); taxa especifica de
formacdo de produto na fase exponencial (Qrexp); desvios referentes as duplicatas
biol6gicas.

Populagéo XVmax Mexp tDexp Concentr. Fc (pexp
celular estavel  (10° cél/mL) (d?) (h) maxima (ug/mL) (pg/cél/d)
13,2 0,551 30,2
151 0,589 28,3
14,4 0,580 28,7
14,1 0,620 26,9
HEK.Fc13 £ 04 + 0016 +07 1,07 0,034
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5.3 Cultivo das populacdes celulares mais promissoras em
modo pseudoperfusao

Cultivos em modo pseudoperfusdo foram realizados em tubos ventilados para
caracterizar o comportamento das populacdes celulares prioritarias em altas
viabilidades celulares, simulando em pequena escala um processo de perfusdo
intermitente, com o objetivo de escolher a melhor populagéo para o cultivo em maior

escala em biorreatores.

Os tubos com tampa ventilada agitados, ou apenas tubos ventilados, tém sido
utilizados como modelo scale-down de cultivos, em geral até 20 mL de volume de
trabalho (CARVALHO e CASTILHO, 2017; BIELSER et al., 2019). Varios trabalhos na
literatura confirmam a similaridade entre o uso de pseudoperfusdo em tubos ventilados
com o cultivo em perfusdo em biorreator (VILLIGER-OBERBEK et al., 2015; GOMES et
al., 2017; BIELSER et al., 2018). Contudo, algumas diferencas podem ocorrer, como a
diminuicdo de Xvmax € da expressao de proteinas, por conta das diferengas no controle
de pH, limitagBes de transferéncia de oxigénio e diferente estratégia de troca de meio
(GOMES et al., 2017).

Por outro lado, tentativas de se obter modelos scale-down mais proximos de uma
perfusdo em pequena escala podem ser feitas com minibiorreatores instrumentados
com o objetivo de superar as limitagcdes da pseudoperfuséo, por meio do controle de pH
e melhoria da agitagédo e aeracdo. Por exemplo, biorreatores com volume de trabalho
de até 250 mL (DASbox, Eppendorf, EUA) equipados com sistema ATF de retencao
celular foram utilizados para o cultivo de células HEK293 produtoras de eritropoetina
recombinante, alcangando Xvmax de 80 milhdes cél/mL (SCHWARZ et al., 2019).
Gagliardi e colaboradores (2019) adaptaram um sistema de minibiorreatores de 15 mL
de volume de trabalho em série (ambr®15, Sartorius, Alemanha) para operar em modo
semicontinuo com alimentacao intercalada com trocas completas de meio de cultivo
para atingir um estado estacionario de substrato similar ao da perfuséo, obtendo Xvmax
entre 80 e 95-10° cél/mL e viabilidades celulares acima de 90% em células CHO. Apesar
desses trabalhos, perfusdo em biorreatores instrumentados de pequena escala ainda
ndo é comumente realizada e ndo existem opg¢bes de sistemas de baixo custo
disponiveis no mercado. Assim, a pseudoperfusdo em tubos ventilados se mostra uma
opcao economicamente viavel, de facil operagdo e compativel com os equipamentos
disponiveis na maioria dos laboratérios (CARVALHO e CASTILHO, 2017).
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Os resultados de crescimento celular em pseudoperfusédo para as populagdes
celulares definidas como prioritarias (item 5.2) HEK.Fcl e HEK.Fc9, além da linhagem
hospedeira, estdo mostrados na Figura 5.8, em compara¢do com 0s respectivos

resultados do cultivo em batelada mostrados anteriormente.
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Figura 5.8 — Perfis de concentracdo de células viaveis (Xv) e viabilidade das populagdes
celulares estaveis HEK.Fcl e HEK.Fc9 e da linhagem hospedeira HEK293 em batelada
(Bat.) e pseudoperfuséo (PP), além da taxa de troca de meio, expresso em volume de
meio trocado pelo volume total de liquido por dia. Legenda: Xv (linha continua com
marcador preenchido); viabilidade (linha tracejada com marcador ndo preenchido);
batelada (linha fina com triangulos); pseudoperfusao (linha grossa com circulos); barras
de erro referentes as triplicatas biolégicas.

Em todos os experimentos, foram observadas fases exponenciais de crescimento
celular entre os dias 2 e 8, diferentemente do observado em cultivo em batelada, em
que a fase exponencial durava no maximo até o 5° dia. Isto ja era esperado devido a
reposi¢cdo do meio de cultivo e, portanto, disponibilidade de nutrientes por mais tempo,

bem como a remocé&o de subprodutos toxicos (CHOTTEAU, 2015).

As taxas especificas de crescimento celular na fase exponencial (Hexp) das
populacdes HEK.Fcl e HEK.Fc9 foram, respectivamente, 0,464 + 0,007 d* e 0,459 +
0,009 d* e os respectivos tempo de duplicacéo foram 35,9+ 0,6 h e 36,3+ 0,7 h. Esses
valores foram muito préximos dos observados para o cultivo em pseudoperfusdo das
células hospedeiras HEK293, com [exp de 0,471 + 0,008 d* e tpexp de 35,3 + 0,6 h.
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A populacéo celular HEK.Fcl foi a que apresentou o melhor comportamento de
crescimento celular em pseudoperfusado, atingindo a Xvmax de 62,12 + 0,08 milhdes
cél/mL e mantendo viabilidade superior a 90% até o 15° dia. Em comparacao, HEK.Fc9

apresentou Xvmax de 50,07 £ 0,07 milhdes cél/mL e viabilidade inferior a 90% no 13° dia.

Definindo-se o fim do cultivo para quando as viabilidades atingissem o valor de
80%, os cultivos em pseudoperfusao de HEK293 e HEK.Fc9 duraram 16 dias, enguanto
HEK.Fcl foi cultivada até o 17° dia até atingir a viabilidade limite. Assim, o modo de
pseudoperfusdo permitiu prolongar o tempo de cultivo por cerca de 7-8 dias a mais do

que em batelada, atingindo concentracdes celulares até quatro vezes mais altas.

Os trabalhos descritos na literatura utilizam pseudoperfusdo em pequena escala
para estudar duas estratégias: operacdo em concentracdo constante de células,
realizando a eliminacao controlada de células, ou operacgéo do cultivo em concentracdes
celulares cada vez mais altas, até atingir-se limitacdo em termos de O dissolvido. A
operacdo em concentracdo constante, simulando um estado estacionario em pequena
escala permite estudar comparativamente cultivos conduzidos sob diversas condigbes
e de forma simultanea (ZHANG et al., 2020) e seu uso ja foi descrito para modelagem
metabdlica do cultivo (HAGROT et al., 2017) e analise de glicosilacdo de mAbs (ZHANG
et al., 2020). Wolf e colaboradores (2018), mantiveram células CHO em concentracao
menor, de aproximadamente 20-10° cél/mL por 10 dias, para comparagdo com cultivo

em biorreator na mesma concentra(;éo.

O uso de pseudoperfusdo para mimetizar o cultivo em perfusdo a concentracées
muito altas é mais comum. Villiger-Oberbek e colaboradores (2015) observaram
concentracdes maximas de 50-10° cél/mL no cultivo de células CHO para producéo de
uma enzima recombinante. Gomez e colaboradores (2017) alcangaram concentragdes
entre 20 e 50 milhdes cél/mL para o cultivo de 13 linhagens de células CHO para a
producdo de mAbs e fragmentos de anticorpo. Bielser e colaboradores (2018) obtiveram
as maiores concentragfes maximas de células viaveis encontradas na literatura para
cultivos de células CHO em pseudoperfusédo, atingindo até 65-10° cél/mL em tubos
ventilados com troca de meio de 1 vvd. Bettinardi e colaboradoras (2017) cultivaram
células CHO entre 40 e 50 milhdes cél/mL por mais de 20 dias, para obtencdo de um
anticorpo monoclonal. Utilizando células HEK293 para a producdo de particulas
pseudovirais de Zika, Alvim e colaboradores (2019a) mantiveram um estado

pseudoestacionario numa concentracao entre 30 e 40 milhdes cél/mL.
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Os resultados da literatura estéo, portanto, de acordo com o observado neste
estudo, com Xvmax entre 50 e 65 milhdes cél/mL. Assim, verificou-se que a oxigenacao
de cultivos em tubos ventilados agitados poderia estar sendo limitante em
concentracdes celulares acima de 50-10° cél/mL, o que pode variar conforme a taxa
especifica de consumo celular de oxigénio de cada linhagem celular (VILLIGER-
OBERBEK et al., 2015; GOMEZ et al., 2017).

Foram encontrados poucos artigos na literatura sobre o cultivo de células HEK293
em pseudoperfuséo, todos com valores de Xvmax inferiores aos obtidos nesse trabalho.
Como ja mencionado, Alvim e colaboradores (2019a) atingiram concentracfes altas e
poderiam ter conseguido valores superiores de Xvmax S€ néo houvesse eliminacéo
controlada de células para mimetizar o estado estacionario. De acordo com a revisao
bibliogréfica realizada, somente h&a dois trabalhos que utilizam células HEK293 para
producdo de anticorpos monoclonais ou seus derivados em pseudoperfusdo em tubos
ventilados. Beckmann e colaboradores (2015) cultivaram células HEK293 para
transfeccdo e produgdo de anticorpos monoclonais, mas sem citar dados das
concentracbes maximas obtidas. Pingel e colaboradores (2015) atingiram
concentracdes celulares de até 40 milhdes cél/mL para transfecgdo transiente em alta

concentracéo celular.

A Figura 5.9 mostra os perfis de concentragéo de glicose e lactato nos cultivos em
pseudoperfusdo, comparados com os cultivos em batelada para as populagbes
HEK.Fcl e HEK.Fc9, além da linhagem hospedeira nado transfectada. As figuras foram
separadas para facilitar a visualizacdo. As linhas verticais indicam a troca total diaria do
meio de cultivo, realizada a partir do dia 4, resultando em aumento de glicose e
diminuicdo de lactato apos a troca. O progressivo aumento do volume do pellet celular
apos a centrifugacdo ao longo dos dias de cultivo dificultou a troca completa do meio
para concentracoes de células mais elevadas e é a razdo das menores concentragées
de glicose e maiores concentracdes de lactato observadas apos as trocas nos ultimos

dias do cultivo.

Em comparagdo com o cultivo em batelada, os perfis permitem avaliar os efeitos
da disponibilidade prolongada de nutrientes no meio de cultivo em pseudoperfusao,
gracas as trocas diarias de meio. Isso propicia um ambiente favoravel para o
crescimento e manutencédo celular por mais tempo, evidenciado pelo aumento da fase
exponencial de crescimento celular de 5 para 8 dias e o cultivo com altas viabilidades

celulares até os dias 16-17.
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Figura 5.9 — Perfis de concentracdo de glicose (A) e lactato (B) das populagbes
celulares estaveis HEK.Fcl e HEK.Fc9 e da linhagem hospedeira HEK293 em batelada
(Bat.) e pseudoperfusdo (PP). As linhas verticais no cultivo em pseudoperfusao indicam
a troca total diaria do meio de cultivo, representando o aumento de glicose e diminuicdo
de lactato ap6s a troca. Legenda: Pseudoperfusdo (linha continua com circulo
preenchido); batelada (linha tracejada com triangulo ndo preenchido); barras de erro
referentes as triplicatas biologicas.

A estratégia de uma troca diaria de meio de 1 vvd com inicio durante a fase
exponencial foi bem-sucedida até o 10° dia de cultivo em pseudoperfusdo, quando
houve a deplecéo de glicose antes da troca de meio. Assim, apés esse dia, sabe-se que
as células passavam um periodo sem presenca de glicose no meio de cultivo, o que
impacta negativamente no crescimento celular e expressao de proteinas. ldealmente,
deseja-se a manutencdo de ao menos 1 g/L de glicose disponiveis para as células
(PORTNER, 2009). Para isso, seria, portanto, necessaria a realizagdo de mais de uma

troca de meio de cultivo por dia a partir do dia 8.

O perfil de lactato na pseudoperfusdo é diretamente relacionado com a
disponibilidade de glicose no meio. Em altas concentracdes de glicose, o lactato foi
produzido e se acumulou, mas, conforme os niveis de glicose no meio de cultivo
diminuiram, o metabolismo celular mudou para consumir lactato como fonte de carbono

e energia, chegando proximo a sua deplecao nos ultimos dias de cultivo.

Na Figura 5.10b, os valores de concentracéo de proteina Fc do inicio até o 4° dia
de cultivo se referem ao cultivo sem troca de meio, assim, relativos ao acumulo de Fc
do inicio do cultivo até 0 momento da amostragem. A partir do dia 5, com o inicio das
trocas de meio, os valores da concentracdo de Fc representam as proteinas produzidas
nas cerca de 24h decorridas desde a Ultima troca de meio até a amostragem. As taxas

especificas de formacao de proteinas Fc, expressas em picograma de proteina Fc por
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célula por dia, mostradas séo referentes as proteinas produzidas no periodo de 24 h
prévio a cada amostragem.
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Figura 5.10 — Quantificagdo da producgéo de proteinas Fc pelas populagdes celulares
estdveis HEK.Fcl e HEK.Fc9 e pela linhagem hospedeira HEK293 no modo
pseudoperfusdo em tubos ventilados, com inicio da troca diaria de meio a partir do dia
4. Os resultados sao referentes as triplicatas bioldgicas. (A) Imagem de revelacdo de
spot blot. Diferentes concentragfes de IgG de soro humano foram utilizadas como
padrdo para quantificacao realizada; (B) Perfil de producao de proteinas Fc (linhas com
circulos) e taxa especifica de producéo de proteinas Fc (ge, barras).

As taxas especificas de formagéo de proteinas na fase exponencial (Qrexp) das
populagdes celulares HEK.Fcl e HEK.Fc9 foram 0,050 + 0,004 pg/cél/d e 0,046 + 0,005
pg/cél/d, respectivamente. Esses valores foram maiores do que os obtidos no cultivo em
batelada, o que pode ser decorrente da troca de meio diaria com fornecimento de
nutrientes e remocédo de metabdlitos inibitérios, como lactato, que reduz o pH do meio

e pode afetar a expressdo (HENRY et al., 2008; LI et al., 2012).

Os experimentos em pseudoperfusdo alcancaram produtividades gerais de 11,50
+ 0,46 e 13,03 £ 0,20 ug de proteina Fc por dia ao longo do cultivo de 16 dias para as
populacbes HEK.Fcl e HEK.Fc9, respectivamente, 0 que representa respectivos
aumentos de 3,2 e 4,8 vezes em relacao as produtividades gerais obtidas em batelada.
Considerando o gasto maior de meio de cultivo em pseudoperfusdo, a populacdo
HEK.Fc9 também obteve melhores resultados, com produtividade volumétrica
especifica de 100,3 + 1,6 pg/L/d, em relagdo a HEK.Fc1, que apresentou Pve de 88,5 +
3,6 ug/L/d. Em comparagdo com o cultivo em batelada, a produtividade volumétrica

especifica dos experimentos de pseudoperfusdo de HEK.Fcl foram semelhantes e
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houve aumento de 29% para HEK.Fc9. As baixas diferencas nos valores de
produtividade geral e volumétrica especifica encontradas se devem a estratégia de troca
de meio utilizada, de 1 vvd, no inicio da fase exponencial, resultando na retirada
desnecessaria de nutrientes ndo consumidos do meio. Para uma maior produtividade
volumétrica especifica geral, idealmente, deve-se aumentar a proporcdo de meio
trocado conforme a necessidade (HENRY et al., 2008; BETTINARDI, 2016).
Considerando somente o periodo dos dias 8 a 16, em que as concentracdes de células
viaveis eram superiores a 20-10°8 cél/mL, as produtividades volumétricas especificas
obtidas foram de 234,96 + 9,18 ug/L/d e 272,0 £ 4,45 ug/L/d para as populacbes
HEK.Fcl e HEK.Fc9, respectivamente. Na revisdo bibliografica feita, ndo foram
encontrados trabalhos de producdo de anticorpos ou derivados por linhagens ou
populacdes estaveis em células HEK293 em modo de pseudoperfusao.

Como ambas populagdes celulares HEK.Fc1 e HEK.Fc9 apresentaram resultados
promissores em modo pseudoperfusdo, prosseguiu-se o trabalho com ambas.

5.4 Cultivo em biorreator de tanque agitado em modo batelada

O cultivo das populagdes estaveis HEK.Fcl e HEK.Fc9 em biorreator com volume
de trabalho de 1,5L (Figura 5.11) representa o estudo do comportamento dessas
populacdes em escala cem vezes maior do que 0s experimentos em tubos agitados. As
corridas em batelada com HEK.Fcl e HEK.Fc9 foram conduzidas sob condi¢cdes
idénticas, com excec¢do do controle de pH por meio de injecdo de base, que foi menos
restritivo no cultivo de HEK.Fc9, com maior injecao do que em HEK.Fcl. Além disso, o
cultivo de HEK.Fc9 teve de ser interrompido no 8° dia por conta de um problema do
compressor de ar, enquanto HEK.Fc1 foi cultivada até o 9° dia, assim como nos cultivos
em tubos ventilados (item 5.2). Em experimentos anteriores em biorreatores, o uso de
antiespumante prejudicou a transferéncia de oxigénio, fazendo com que a flutuagéo de
oxigénio dissolvido ndo permitisse a manutencdo de um cultivo estavel em relacdo a
aeracao e o crescimento celular (dados ndo mostrados). Assim, optou-se por nao utilizar

antiespumante nos presentes cultivos.

Os perfis de crescimento celular, glicose, lactato e proteinas Fc nos cultivos em
biorreator agitado e tubos ventilados agitados em batelada (Figura 5.12) foram

semelhantes, com algumas diferengas em relagcdo a concentragdo méaxima de células.
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Figura5.11 - Imagens do cultivo em biorreator de tanque agitado em batelada utilizando
o biorreator Applikon ez-Control (esquerda). A direita, a foto mostra em maior detalhe a
suspensao de células no interior do vaso do biorreator.
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Figura 5.12 — Perfis de concentracdo de células viaveis (Xv) e viabilidade das
populacdes celulares estaveis HEK.Fcl e HEK.Fc9 em batelada em biorreator de
tanque agitado e em tubos ventilados. Legenda: Xv (linha continua); viabilidade (linha
tracejada); biorreator (linha grossa e triangulo preenchido); tubos ventilados (linha fina
e circulo ndo preenchido); barras de erro referentes as triplicatas analiticas.

As viabilidades celulares de todas as condi¢cbes se mantiveram altas, acima de
90%, até os dias 7-8 de cultivo. Os cultivos de HEK.Fc1 e HEK.Fc9 em biorreator agitado

alcancaram concentracdes celulares maximas inferiores em 18,2% e 25,8% ao
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observado em tubos agitados, respectivamente (Tabela 5.3). Diferencas no
comportamento em cultivo escalonado podem ser observadas pela mudanca dos
parametros de agitacdo, aeracdo, manutencao de pH e oxigénio dissolvido, sendo mais
perceptiveis quanto maior a diferenca de escala (XING et al., 2009). Liste-Calleja e
colaboradores (2015) obtiveram concentracdes celulares maximas similares as obtidas
no presente trabalho, entre 11,1 e 14,0 milhdes cél/mL, no cultivo em batelada de células
HEK293-3F6 em biorreator de tanque agitado de 2 L.

As fases exponenciais de crescimento celular em biorreator agitado foram
observadas entre os dias 2-5 para HEK.Fc1 e dias 1-5 para HEK.Fc9, semelhantes as
observadas no cultivo em tubos agitados. Na fase exponencial, as taxas especificas de
crescimento celular dos cultivos em biorreator foram inferiores as obtidas no cultivo em
tubos ventilados e os tempos de duplicagdo de ambas populacdes foram maiores em
biorreatores (Tabela 5.3).

O perfil de crescimento celular inferior ao observado em tubos ventilados pode
estar relacionado com a mudanca do ambiente de cultivo celular, uma vez que os
in6éculos dos experimentos em tubos ventilados eram cultivados sob a mesma
geometria, enquanto os in6culos dos experimentos em biorreator de tanque agitado
eram cultivados em frascos erlenmeyer agitados orbitalmente, requerendo uma
adaptacao das células as novas condi¢cfes de cultivo apds a inoculagdo em biorreator.
A mudanca de geometria do sistema de cultivo, de condi¢des de agitacdo e do controle
de pH podem resultar em alteracdo dos resultados de crescimento celular, conforme
descrito na literatura (EIBL et al., 2014; VILLIGER-OBERBEK et al., 2015; GOMEZ et
al., 2017).

De forma proporcional ao crescimento celular mais lento observado nos cultivos
em biorreator, o0 comportamento de consumo de glicose (Figura 5.13a) das populacdes
em biorreator foi mais prolongado do que em tubos ventilados, sobretudo no cultivo de
HEK.Fc9, que apresentou 0 menor valor de Hex (Tabela 5.3). No mais, os perfis foram

semelhantes, com completa deplec&o de glicose entre os dias 7-8 de cultivo.
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Figura 5.13 — Perfis de concentracdo de concentracdo de glicose (A) e lactato (B) das
populacdes celulares estaveis HEK.Fcl e HEK.Fc9 no cultivo em batelada em biorreator
de tanque agitado e em tubos ventilados. Legenda: biorreator de tanque agitado (linha
continua com circulo preenchido); tubos ventilados (linha tracejada com triangulo ndo
preenchido); barras de erro dos resultados em tubos ventilados referentes as duplicatas
biolégicas; barras de erro dos resultados em biorreator referentes as triplicatas
analiticas.

Os perfis de concentracéo de lactato (Figura 5.13b) foram mais distintos entre os
cultivos nas duas escalas. De forma geral, o cultivo de ambas populagdes em biorreator
apresentaram formacao de lactato por um periodo mais longo, com mudanca tardia para
0 seu consumo, o que ocorreu conforme a deplecédo mais tardia de glicose. Contudo, foi
observada maior producdo de lactato no cultivo da populacdo HEK.Fcl, atingindo
1,55 g/L, ou 17,2 mmol/L, de lactato. Na literatura, estdo descritos valores inibitérios de
12-20 mmol/L de lactato para células animais (HASSELL et al., 1990; CRUZ et al., 2000;
PATEL et al., 2000), sobretudo por acarretarem alteragfes no pH e na osmolalidade do
meio (CRUZ et al., 2000). Nao foram encontradas razfes para 0 expressivo aumento de
producdo de lactato, mas sabe-se que isso pode ter impactado na limitacdo do
crescimento celular observada. Nao foi possivel observar o consumo total de lactato no
cultivo da populagdo HEK.Fc9 devido a tardia mudanca de metabolismo para o seu

consumo e a interrupcdo do cultivo antes do previsto, por falha no sistema de

fornecimento de ar do laboratério.

A quantificacdo da producao de proteinas Fc nos cultivos em biorreator de tanque
agitado esta mostrada na Figura 5.14. Assim como no cultivo em tubos ventilados em
batelada, a populagéo celular HEK.Fcl apresentou maior expressao de proteinas Fc no
cultivo em biorreator agitado do que a populacao HEK.Fc9. JA& em comparagcdo com o
cultivo em tubos ventilados agitados, o cultivo em biorreator agitado resultou em menor

producdo de fragmentos Fc para ambas populagfes celulares, com reducéo de 28,3%
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da concentragdo méxima produzida para HEK.Fcl e de 60% para HEK.Fc9. O
decréscimo na producao é, em parte, resultado do menor crescimento celular observado
em biorreator. Os dados de produtividade especifica na fase exponencial (grexp, Tabela
5.3) também mostram um desempenho inferior dos cultivos em biorreator agitado para
ambas populacdes celulares, indicando a necessidade de otimiza¢&o das condi¢cdes de

cultivo em biorreator para aumento da produtividade especifica.
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Figura 5.14 — Quantificagdo da producgéo de proteinas Fc pelas populagdes celulares
estaveis HEK.Fcl e HEK.Fc9 em cultivo em batelada em biorreator de tanque agitado.
Resultados referentes as duplicatas analiticas. (A) Comparacdo entre os perfis de
producdo em biorreator (linha continua e marcador preenchido) e em tubos ventilados
(linha tracejada e marcador ndo preenchido); (B) Imagem de revelacdo de spot blot.
Diferentes concentracdes de IgG de soro humano foram utilizadas como padréo.

A comparacao dos dados de cultivo de células e producéo (Tabela 5.3) permite a
visualizacdo dos principais fatores que levaram a escolha da populagéo celular HEK.Fcl
como a mais indicada para o cultivo e producao de fragmentos Fc em escala de bancada
em biorreatores de tanque agitado. O menor tempo de duplicacdo na fase exponencial
e a maior taxa especifica de producao de HEK.Fcl foram os principais parametros que
justificam esta escolha, por indicarem o rapido crescimento celular e, principalmente, a

maior expressao proteica dessa populacéo.
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Tabela 5.3 — Resumo dos parametros de crescimento celular e expresséo de proteinas
Fc das populagdes celulares estaveis HEK.Fcl e HEK.Fc9 no cultivo em batelada em
tubo ventilado e em biorreator de tanque agitado. Legenda: concentracdo maxima de
células viaveis (Xvmax); taxa especifica de crescimento celular na fase exponencial (Uexp);
tempo de duplicacdo na fase exponencial (toexp); taxa especifica de formagédo de produto
na fase exponencial (geexp); desvios dos resultados em tubos ventilados referentes as
duplicatas biologicas; desvios dos resultados em biorreator referentes as triplicatas
analiticas.

estavel (10° cél/mL)  (d?) (h) (Lg/mL) (pg/cél/d)
MECFL oo 109 £0005 s0a 212 0087
HEK.Fcl Biorreator j%gs 0,504 33,0 il('fgz 0,033
MECFY oo 101 £0005 02 162 00
HEK.Fc9 Biorreator ilti 0,435 38,3 106(’333 0,020

Conclui-se, também, que o peptideo sinal PS1 é o0 mais eficaz para a expressao
de proteinas Fc em células HEK293. Este peptideo sinal foi selecionado na literatura
para a expressao de anticorpos monoclonais secretados, em células CHO (HARYADI
et al., 2015), e, neste trabalho, confirmou-se a sua adequacédo também para a producgéo
dos fragmentos Fc de anticorpos em células HEK293-3F6.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 Conclusdes

Este trabalho avaliou a influéncia de alteracdes na sequéncia génica fragmentos
Fc de anticorpos na geracao de células HEK293 recombinantes e na expresséo dessa
proteina, bem com a escolha da melhor dentre 14 populac¢des celulares recombinantes

estaveis.

Foi observado que o reagente de transfeccéo Lipofectamine 3000 foi o mais
eficiente na geracao estavel de populacdes de HEK293 produtoras de Fc, resultando
em recuperacao do crescimento celular mais rapido do que o reagente Mirus TransIT-
2020. O cultivo das populagbes recombinantes geradas em batelada em pequena
escala permitiu a identificagdo dos melhores peptideos sinal para a expressao de

fragmentos Fc em células HEK293, os peptideos sinal PS1 e PS2.

Verificou-se que a mutagéo para impedir a dimerizagéo da proteina Fc, uma das
alteracdes génicas analisadas, ndo resultou na produgdo de proteinas monoméricas,
como desejado. Analises realizadas no Immune Engineering Laboratory (University of
Kansas, EUA) com as proteinas produzidas neste estudo permitiram a identificacdo do
linker 1 como o ideal para a ligagéo da proteina Fc com outras moléculas e da adicao
da mutacdo como a melhor para atividade biolégica do fragmento Fc. Assim,
aprofundou-se o presente estudo para as constru¢des génicas Fcl e Fc9, como as mais

promissoras para o uso intencionado.

No cultivo em pseudoperfusdo em pequena escala, foram alcancadas as maiores
concentracbes de células HEK293 encontradas na literatura para o cultivo em
pseudoperfusdo em tubos ventilados, com 62,2-10° cél/mL para HEK.Fcl. Por outro
lado, a populacao HEK.Fc9 apresentou as melhores expressdes de proteinas em altas

concentracdes celulares.

Por fim, a populagdo HEK.Fcl foi verificada como a melhor em relacdo ao
crescimento celular e & expresséo de proteinas Fc no cultivo em biorreator de tanque

agitado no modo batelada.
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6.2 Sugestbes para trabalhos futuros

Para trabalhos futuros, sugerem-se os seguintes pontos para o aperfeicoamento
e continuacéo dessa linha de pesquisa:

1. Cultivar a populacdo celular HEK.Fcl em perfusdo em biorreator de tanque
agitado para verificar a expressado do fragmento Fc sob altas concentragdes
celulares;

2. Investigar novas mutagbes para producdo de proteina Fc monomérica,
sobretudo por existirem poucos trabalhos na literatura sobre o tema,;

3. Realizar a selecdo de subpopulacdes ou de clones mais produtores da

populacdo HEK.Fc1l por citometria de fluxo acoplada a sorter (FACS).
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