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Resumo

Nos Ultimos anos, o uso de anticorpos monoclonais e proteinas recombinantes no desenvolvimento
de biofarmacos tem-se mostrado altamente eficaz para o tratamento de doencas oncol6gicas. Com o
avango biotecnoldgico, surgiram os anticorpos multiespecificos que permitem ligar a diferentes
alvos simultaneamente como € o caso do Tribody™S35, o qual conjuga diferentes partes de anticorpos
numa estrutura multifuncional. A sua producdo para ensaios clinicos deve ser realizada com linhas
celulares animais estaveis uma vez que sdo necessarias modificacdes pds-tradugdo adequadas para
garantir a estabilidade do produto e a reprodutibilidade do processo para producdo de proteinas a
qualidade/quantidade adequadas. O material genético recombinante é assim incorporado no genoma
da célula hospedeira, permitindo a sua expressao mesmo apos replicacéo celular, através do uso de
dois plasmideos distintos em que cada um deles codifica uma porcdo distinta da molécula e possui
um gene para selecgdo das células que integraram corretamente o material na célula. A produgdo de
Tribody™S5 pode contudo ser por vezes desafiante devido a possibilidade de agregacéo da proteina.
Este fendmeno pode ser minimizado com a utilizagdo do correto processo de producdo ou com a
utilizacdo de diferentes linhas celulares. Adicionalmente, a estequiometria dos vetores de expressao
é também um importante factor, sendo que quando ndo é corretamente estabelecida pode resultar na

formac&o de proteinas inconvenientemente formadas.

No presente trabalho, foram testadas duas linhas celulares animais distintas, FreeStyle™HEK293 e
CHO-S para a criagdo de uma linha estavel produtora de Tribody™S35. Grande parte dos anticorpos
sdo produzidos a partir de células CHO-S. No entanto, uma vez que nao se tratam de células
humanas e o seu perfil de glicosilacdo é diferente, foram também usadas células HEK293F. De
forma a controlar os agregados de Tribody™5 formados e dimeros/multimeros de cadeia leve, foi
estudado o impacto da variacdo da estequiometria dos vetores de expressdo usados. Foi também
estudada a actividade do produto produzido. Em paralelo, foram desenvolvidos dois métodos
analiticos, ELISA e cromatografia de afinidade por proteina L, que permitem a quantificacdo da

quantidade de Tribody™S5 presente e respetiva pureza.

Apos purificagdo do material produzido estavelmente por CHO-S obteve-se uma concentracdo de
2,7 mg/l em Tribody™S5 a um racio de 10L (cadeia leve):90H (cadeia pesada) com um rendimento
de 21%.

Palavras-Chave: modificagdes pds-traducdo, Tribody™S5, transfeccdo estavel, estequiometria de

vetores, linha celular.
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Abstract

In the past few years the use of monoclonal antibodies and recombinant proteins in the development
of biopharmaceuticals has proved to be highly effective in the treatment of oncological diseases.
With biotechnology advances, multispecific antibodies that allows connection to three distinct
epitopes, have emerged, such as the Tribody™5 which combines different parts of antibodies in a
multifunctional structure. Its production for clinical trials should be made by stable animal cell lines
since it requires proper post-translational modifications in order to ensure product stability and the
reproducibility of the process for producing proteins with suitable quality/quantity. The
recombinant genetic material is thus incorporated into the host cell genome and expressed even
after cell replication, by using two distinct plasmids in which each encodes a different portion of the
molecule and has a gene for selecting cells that correctly integrated the genetic material. Still,
production of Tribody™5 can be challenging due to the possibility of protein aggregation. This
phenomenon can however be minimized by using the proper production process or by using
different cell lines. Additionally, the stoichiometry of expression vectors is an important factor

because when it is not balanced properly it can result in formation of non-functional proteins.

In the present study, two different animal cell lines were tested — FreeStyle™ HEK?293 and CHO-S
—to create a stable cell line producing Tribody™5. Most of the antibodies are produced from CHO-
S cells. However, since these are not human cells and their glycosylation profile is different,
HEK293F cells were also used. In order to control the formation of Tribody™5 aggregates and the
light chain dimers/multimers, the impact of varying the stoichiometry of the expression vectors was
studied. The activity of the product was also analyzed. Alongside, two analytical methods have
been developed, ELISA, and protein L affinity chromatography, enabling the quantification of the

amount of Tribody™S5 present and its respective purity.

After purification of the material produced stably by CHO-S a concentration of 2,7 mg/l of
Tribody™S5 was attained at a ratio of 10L(light chain):90H(heavy chain) with a yield of 21%.

Keywords: post-translational modifications, Tribody™S5, stable transfection, stoichiometry

expression vectors, cell line.
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Introducéo

1 Introducao

1.1 Enquadramento e Apresentacéo do Projeto

Diversos biofarmacos sdo produtos terapéuticos produzidos através da biotecnologia, criados pela
manipulacdo genética de células vivas de determinados organismos (Zhang 2010). Alguns dos
produtos biofarmacéuticos mais desenvolvidos actualmente como as proteinas recombinantes,
anticorpos monoclonais, fatores de crescimento e vacinas, s&éo amplamente usados no tratamento de
doencas auto-imunes, cardiovasculares, inflamatorias e cancro (Chadd e Chamow 2001; Jayapal et
al. 2007).

Variados sistemas biologicos tém sido investigados e qualificados para produgdo de proteinas
recombinantes e diversos fatores como o aumento da escala, producdo anual total, velocidade de
producdo, modificagcdes pds-tradugdo e questdes regulatdrias tém influenciado a escolha do sistema
mais adequado para producéo dessas proteinas (Dyck et al. 2003). Até ha pouco tempo, 0s sistemas
bacterianos eram o0s mais atrativos gracas & sua alta produtividade, baixo custo e facil
reprodutibilidade representando cerca de 30% dos produtos biofarmacéuticos disponiveis no
mercado com moléculas como, a insulina humana e hormonas de crescimento (Overton 2014). No
entanto, existem determinadas biomoléculas demasiado complexas para serem produzidas por
simples procariotas pois na grande maioria dos casos necessitam de modificacGes pés-traducdo
apropriadas, realizadas apenas pelas células animais (Wurm 2004). Na expressdo proteica através de
celulas animais, os clones estaveis com elevadas produtividades s&o na maioria dos casos 0 ponto
de partida para desenvolver um biofarmaco adequado para administracdo em humanos.

A produgdo de proteinas recombinantes em células de mamifero consiste num longo processo que
envolve a adaptacdo as diferentes condi¢des de cultura, a transfeccdo do gene de interesse, a sele¢do
e identificacdo dos clones mais produtivos, a cultura em biorreator e o scale-up (Costa et al. 2010).
Contudo, os avancos no desenvolvimento de meios de cultura e estratégias de alimentacao e selecdo
permitiram obter producdes especificas de glicoproteinas entre 1 a 5 g/l (Agrawal e Bal 2012;
Hacker et al. 2009). Trata-se de um aumento significativo quando comparado com os valores
tipicos obtidos na década de 80 através de um simples batch de 7 dias, entre 50 a 100 mg/l (Hacker
et al. 2009). Hoje, cerca de 60 a 70% de todas as proteinas recombinantes sdo produzidas em
células animais (Wurm 2004). A recente evolugcdo na engenharia dos anticorpos permitiu o

desenvolvimento de anticorpos multiespecificos, como ¢ o caso do Tribody™S5, que permitem ligar

1
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a diferentes epitopos simultaneamente. Dependendo da concepg¢do, o0s anticorpos multiespecificos
podem ser monovalentes ou bivalentes para cada um dos alvos, se forem manipulados para
reconhecer 0s seus antigénios especificos com um ou dois bragos de ligacdo separados (Castoldi
2014).

Este trabalho tem como objetivo a avaliagdo da utilizacdo de células humanas e ndo-humanas no
desenvolvimento de uma linha estavel para producéo de anticorpos multiespecificos.

1.2 Apresentacdo da Empresa

A Biotecnol é uma empresa de biotecnologia farmacéutica privada que desenvolve produtos na area
da imunooncologia. Os seus produtos baseiam-se num sistema patenteado, o Tribody™, que
permite o recrutamento de células imunoldgicas do paciente para o tratamento de doencas
oncolégicas. Actualmente a Biotecnol tem véarios anticorpos para fins terapéuticos em
desenvolvimento e foca-se essencialmente nas areas de biologia molecular e desenvolvimento de
linhas celulares, desenvolvimento de processos de cultura, desenvolvimento de processos de

recuperacao e purificacdo e desenvolvimento analitico e de qualidade.

1.3 Contributos do Trabalho

O trabalho realizado no ambito da presente dissertagdo permite avaliar o impacto da utilizacdo de
uma linha celular humana (FreeStyle™HEK?293) e de uma linha celular ndo humana (CHO-S) para
a criacdo de linhas estaveis para produgao de Tribody™5 em quantidades e qualidades aceitaveis.
Para controlar a formacéo de agregados dois parametros foram avaliados, a linha celular utilizada,
CHO-S vs. FreeStyle™HEK?293, e a estequiometria dos vetores de expressdo necessaria. Este
projeto permitiu o desenvolvimento e aquisicdo de conhecimentos praticos e tedricos a nivel da
cultura de células animais em laborat6rio, métodos analiticos e cromatograficos que possibilitam a
quantificacdo e avaliacdo da pureza e qualidade do produto e ainda a analise da actividade do
produto sobre uma determinada linha tumoral. O desenvolvimento deste trabalho, permitiu assim
compreender qual o melhor récio a usar na transfec¢do celular de forma a obter-se uma quantidade
razoavel de produto aliado & qualidade, bem como detectar a necessidade de optimizagdo de um
protocolo de transfeccdo e seleccdo de clones para a criagdo de uma linha celular estavel de
HEK?293F.
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1.4 Organizacao da Tese

Esta dissertacdo € constituida pelos seguintes capitulos:
- Contexto e Estado da Arte;

- Descricéo Técnica e Discussdo de Resultados;

- Conclusoes.

A seccéo de Contexto e Estado da Arte aborda diferentes conceitos necessarios a compreenséo deste
trabalho. Esta inicia-se com uma breve introducdo aos biofarmacos e técnicas envolvidas na
producdo dos mesmos. Em seguida, € descrita a estrutura das imunoglobulinas e do Tribody™ em
particular incluindo os diferentes métodos analiticos usualmente utilizados para purificacdo deste
tipo de anticorpos. Posteriormente, sdo enumeradas e caraterizadas as diferentes linhas celulares
utilizadas na industria biofarmacéutica e finalmente, é elaborada uma breve descrigdo do método de
transfeccdo celular, incluindo os componentes celulares envolvidos, tal como os vetores de
expressdo e respetiva estequiometria, e ainda o processo de selecgdo das células corretamente
transfectadas para producédo da glicoproteina de interesse.

No capitulo da descric¢éo técnica e discussao dos resultados, sdo apresentados e descritos de forma
detalhada todos os  procedimentos laboratoriais  realizados,  nomeadamente, 0
congelamento/descongelamento de células e subsequente passagem, o processo de transfeccdo
celular e presséo seletiva e ainda os métodos analiticos realizados. Apds a descri¢cdo técnica
apresentam-se 0s resultados obtidos e respetiva discussdo dos estudos de crescimento e morte, dos
métodos analiticos desenvolvidos, nomeadamente ELISA e cromatografia de afinidade por proteina
L, e ainda a purificacdo do produto com vista a obter material para realizacdo do SDS-PAGE e
ensaio citotdxico.

Por ultimo, no capitulo de conclusdes, sdo descritas as principais conclusdes atingidas apos analise
dos resultados obtidos bem como a realizacdo de uma apreciacdo global do grau de execucdo dos
objetivos tracados no inicio deste trabalho. Sdo também reportadas as limitagdes encontradas ao

longo do projeto e assinaladas propostas de trabalhos a realizar no futuro.
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2 Contexto e Estado da Arte

2.1 Biofarmacos

Os biofarmacos, tratam-se de produtos terapéuticos que podem ser criados através da manipulacao
genética de células ou organismos vivos, permitindo o crescimento e desenvolvimento da industria
biofarmacéutica (Lotfipour e Hallaj-Nezhadi 2012; Geigert 2013). O termo biofarmaco foi usado
pela primeira vez na década de 1980, para descrever uma classe de proteinas terapéuticas
produzidas mundialmente por técnicas biotecnoldgicas modernas, especificamente através de
tecnologia de DNA recombinante ou por tecnologia de hibridoma (Walsh 2002; Walsh 2003).
Apesar de actualmente as proteinas terapéuticas exibirem grande potencial, no passado a sua
aplicacdo era praticamente impossivel devido as pequenas quantidades em que eram naturalmente
produzidas. As tecnologias de DNA recombinante e hibridoma permitiram superar essas
dificuldades marcando o inicio de uma nova era da ciéncia farmacéutica possibilitando o inicio da
producdo em massa de uma grande variedade de proteinas naturais e modificadas pela primeira vez
(Walsh 2003; Onakunle e Birch 2005).

2.1.1 Tecnologia de hibridoma

A tecnologia de hibridoma surgiu em 1975 por intervengdo dos cientistas Georges Kohler e Cesar
Milstein (Alkan 2004) e tem provado ser uma das estratégias mais bem sucedidas no tratamento de
doencas oncolodgicas nos ultimos 20 anos.

Os hibridomas tratam-se de linhagens celulares imortalizadas, originadas pela fusdo de células de
mieloma imortais com linfocitos B, capazes de produzir continuamente um determinado anticorpo,
designado por anticorpo monoclonal, mAbs (Pandey 2010). Cada hibridoma é capaz de dar origem
a um so tipo de anticorpo especifico para um Unico epitopo, que apds se ligar as células tumorais é
capaz de direcionar um ataque as mesmas, gracas a formacdo do complexo antigénio-anticorpo. As
células de hibridoma séo posteriormente clonadas dando origem a células filhas iguais a ela com
capacidade para crescerem e se multiplicarem continuamente (Lerner 1981; National Research
Council (US) Committee on Methods of Producing Monoclonal Antibodies 1999).

Apesar do seu actual éxito, os primeiros anticorpos a serem produzidos, de origem murina, quando
administrados a humanos, estimulavam uma reaccao imunol6gica denominada resposta HAMA (do

inglés, Human Anti-Mouse Antibody). Para contornar esse efeito desenvolveram-se 0s anticorpos
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quiméricos, que combinam os genes que codificam a regido varidvel de anticorpo murino com o0s
genes que codificam a regido constante de anticorpos humanos. Estes revelaram uma resposta
imunitaria menor e por possuirem uma regido constante humana mostraram capacidade de ativar
outros componentes do sistema imunitario humano. Mais tarde, para melhorar a sua especificidade,
surgiu a producéo de anticorpos humanizados e anticorpos humanos caraterizados pela alteragéo do
gene murino que codifica a regido varidvel e as CDRs (do inglés, Complementarity Determining
Region) da regido variavel do anticorpo, respetivamente, por um gene humano gue codifica essa
mesma regido. (Jones et al. 2007; Reis et al. 2009; Lotfipour e Hallaj-Nezhadi 2012; dos Santos et
al. 2006).

CDR
- L
Fab ) % %
Fc
0Murino Quimérico Humanizado Humano
(0% humano) (65% humano) (>90% humano) (100% humano)

Figura 2.1 — Representacdo esquematica de um anticorpo murino, quimérico, humanizado e humano.
Quanto maior o grau de humanizagdo dos anticorpos menor sera a resposta imunolégica que 0s mesmos

desencadeiam no organismo humano. Adaptado de (Imai e Takaoka 2006).

2.1.2 Tecnologia de DNA recombinante

No inicio de 1970, a engenharia genética permitiu o desenvolvimento de um conjunto de técnicas
onde um determinado fragmento de DNA foi isolado e o0s genes purificados, examinados e
manipulados (Garcia e Chamas 1996). Grande parte dos produtos biofarmacéuticos sdo produzidos
com base nesta tecnologia quer in vitro ou in vivo. Este método permite isolar e amplificar
fragmentos de DNA exo6geno pela sua introducdo num determinado vetor, dando origem a uma
nova molécula chamada de DNA recombinante, rDNA (Stryjewska et al. 2013). Na década de 80,
este método permitiu introduzir na bactéria E. Coli 0 gene que codifica para a producdo de insulina
humana, tornando-se no primeiro biofarmaco recombinante a entrar no mercado farmacéutico
(Chedrese 2009).

Para produzir as proteinas recombinantes desejadas é necessario realizar uma serie de a¢bes que vao
desde a obtencdo do gene de interesse, até & purificacdo da proteina desejada. Para obter o

fragmento de DNA ou RNA pretendido, diversas enzimas medeiam a introdugdo de um fragmento
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de DNA e interesse num vetor de clonagem. O DNA recombinante obtido € inserido em células
hospedeiras que expressam o fragmento e produzem a proteina esperada. Apos seleccdo das células
mais produtivas, 0 meio para o qual a proteina € excretada é separado e a mesma € purificada
(Firidin 2010; Griffiths et al. 1999).

2.2 Anticorpos

Os anticorpos, também chamados por imunoglobulinas (1g), sdo proteinas produzidas pelo sistema
imunoldgico, capazes de reconhecer substancias estranhas ao organismo, de forma especifica, os
antigénios (Sena e Goldman 2001). Os agentes terapéuticos baseados em anticorpos fazem uso da
elevada especificidade e seletividade da interacgdo anticorpo-antigénio para neutralizar venenos,
toxinas e infe¢Bes, bloqueando os receptores da superficie celular e dirigindo uma resposta imune
adequada (Chernajovsky e Nissim 2008). Cada anticorpo, independentemente da sua especificidade,
tem uma estrutura comum de quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias pesadas idénticas e duas
cadeias leves idénticas (Turgeon 2013; Goldsby et al. 2003), que contém uma regido variavel, V, e
trés regides constantes, C. A regido varidvel, na extremidade das cadeias, possui uma sequéncia
altamente varidvel entre anticorpos especificos para se ligar a diferentes antigénios (Hames e
Hooper 2005). Na figura 2.2, observa-se a estrutura tipica de um anticorpo.

g9

\N
%\ /%Chmn - Fab-fragments
4 e
,.:/

\V

H-chain | Fc-fragments

Figura 2.2 — Estrutura de um anticorpo. Adaptado de (GE Healthcare 2015).

As pontes dissulfeto, permitem estabelecer diversas ligagdes nas imunoglobulinas nomeadamente, a
ligacdo das cadeias pesadas entre si, e a ligacdo de uma cadeia leve a uma cadeia pesada (Liu e May

2012). Por sua vez a regido de charneira atribui susceptibilidade & clivagem enzimética e
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flexibilidade ao anticorpo para adaptar a sua conformagdo aquando da ligacdo ao antigénio
(Marques e Almeida 2006).

A digestdo enzimética parcial dos anticorpos por intermédio da papaina ou pepsina, origina
fragmentos biologicamente ativos, tais como o fragmento Fc, Fab ou ((Fab’)2), que podem também
ser produzidos utilizando a tecnologia recombinante (Day e Schultz 2014). Outros fragmentos de
anticorpo como o Fv e Fd resultam respetivamente da regido variavel, e de metade da cadeia
pesada. Na figura 2.3 é possivel identificar os diferentes fragmentos resultantes da intervencao

enzimatica nos anticorpos.

Y =0 >z =8 %ﬂv
Papain ] Pepsin
_— —
Fc pFc
Fd

Figura 2.3 — Fragmentos de anticorpo originados por accdo da digestdo enziméatica (GE Healthcare
2015).

2.3 Tribody™

O Tribody™ ¢ um anticorpo multiespecifico desenvolvido pela Biotecnol e trata-se de uma
molécula que conjuga diferentes cadeias polipeptidicas numa estrutura multifuncional. E
constituido por um fragmento Fab e dois fragmentos scFv (do inglés, single chain variable
fragment), permitindo a ligagdo a trés epitopos diferentes (Mertens 2011). Os Tribody™ s&o
derivados de anticorpos recombinantes multifuncionais que utilizam a heterodimerizag&o in vivo da
cadeia pesada (fragmento Fd) e da cadeia leve (L) de um fragmento Fab para formar uma estrutura
de suporte, sobre a qual fungdes adicionais podem ser incorporadas, tais como ligantes adicionais
(Mertens 2011).

Cada cadeia do fragmento Fab, pode ser alargada pela extremidade C-terminal com um ligante
peptidico, scFv. As Unicas sequéncias ndo naturais presentes na molécula so os ligantes peptidicos
que unem os dominios VH e VL na porcdo scFv e os ligantes que fundem a cadeia Fab e os
péptidos scFv(1) e scFv(2) (Creative Biolabs 2015). Na figura 2.4 esta representada a estrutura do
Tribody™,

7
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Fab L scFv 1 ' ||I

|:> El[ VL CL ]LI vVH  wL | Fab
VH CH1 VH WL » 7N

| | | scFv scFv

Fab Fd scFv 2 Tri bﬂdy
Figura 2.4 — llustracdo da estrutura do Tribody™., Adaptado de (Biotecnol 2014).

Comparando com outros anticorpos, o Tribody™ apresenta diversas vantagens, especialmente em
aplicacdes terapéuticas. O seu tamanho intermédio, de cerca 100 kDa, entre um anticorpo bi-
especifico e um 1gG, traduz-se num equilibrio 6ptimo entre a introducdo da molécula nas células
tumorais e 0 seu tempo de meia-vida, evitando a sua rapida dispersdo nos rins (Biotecnol 2014).
Adicionalmente, a acumulag¢do de anticorpo nos tumores é consideravelmente melhor, mantendo
um tempo de semi-vida maior quando comparado com as imunoglobulinas (Biotecnol 2014). O
Tribody™ pode ser construido de diversas formas nomeadamente, com trés regibes variaveis
diferentes entre si, com duas regides variaveis iguais e uma distinta dessas, ou ainda com trés

regides variaveis iguais entre si logo especificas para 0 mesmo antigénio (Creative Biolabs 2015).

Anticorpos como 0 Tribody™ podem ser facilmente produzidos de diferentes formas inclusivé com
recurso a um simples batch sem necessidade de qualquer intervencéo a ndo ser a sua purificacéo
(Mertens 2011). No que respeita aos processos de purificacdo, trata-se de uma classe de
biomoléculas exigente, devido & sua sensibilidade a mudancas no pH, temperatura, tensbes de
cisalhamento, e produtos que causam desnaturacdo, pelo que para manter a sua configuragdo
correta, a fim de reter a sua actividade, o processo de purificagdo deve decorrer em condigdes
controladas e conhecidas.

A sua purificacdo pode ser feita com recurso a diversos métodos analiticos que podem ser
realizados sucessivamente até se obter a proteina de interesse devidamente purificada. Um dos
métodos normalmente utilizado numa primeira fase é a cromatografia de afinidade por proteina L
na qual a coluna é constituida por uma resina com afinidade para as cadeias leves das biomoléculas,
e que portanto separa as proteinas constituidas por pelo menos uma cadeia leve das restantes
moléculas presentes no meio (Anspach 2004; Griep e McDougall 2010). A cromatografia de troca
catiénica ¢ também uma técnica amplamente utilizada, que tem por base a carga elétrica das
diferentes moléculas e que permite separar o Tribody™ (pl 7-8) de produtos indesejados ainda

existentes no meio ou derivados do préprio produto como o caso dos agregados (Schlatter et al.
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2005; Mertens 2011). A utilizacdo de uma coluna IMAC (do inglés, Immobilized Metal-ion Affinity
Chromatography) é uma técnica de purificacdo que também pode ser utilizada caso 0 Tribody™
contenha uma cauda (tag) de histidina que possui afinidade para os ies metélicos imobilizados na
coluna permitindo obter uma grande fraccdo de proteina purificada (Mertens 2011; Gupta et al.
2002). Adicionalmente, é por vezes necessario realizar um ou mais passos de polimento, quando na
etapa de purificacdo os Tribody™ sdo co-purificados com agregados e ainda ndo detém pureza
suficiente. Um dos métodos recorrentemente usados € a SEC (do inglés, Size Exclusion
Chromatography) que pela diferenga de pesos moleculares entre os agregados e os Tribody™,
permite a separacdo dos mesmos (Mertens 2011). No entanto, esta estratégia é pouco usada, pois da

origem a baixos rendimentos e recuperagdes de produto.
2.4 Linhas celulares para producao de proteinas recombinantes

A necessidade continua de proteinas recombinantes, incluindo anticorpos, deve-se a sua
importancia no desenvolvimento de novos tratamentos e na determinacdo e reconhecimento
estrutural de novos alvos. A sua producdo requer a introducdo de DNA, que codifica a proteina
desejada, numa célula hospedeira através de um processo designado por transformagdo quando
aplicado a procariotas ou transfeccdo quando aplicado a eucariotas. Depois de produzida, a proteina
é sujeita a modificacBes pds-tradugdo necessérias para a sua aplicagdo em humanos (Muller 2005;
Overton 2014).

Apobs a traducdo do mRNA, algumas das proteinas sintetizadas e presentes no citoplasma estdo
prontas para desempenhar a sua fungdo, no entanto, outras necessitam de sofrer modificacdes pos-
traducdo como a glicosilagdo, um processo altamente variavel e observado em proteinas secretadas
pelas células, caraterizado pela ligacdo covalente de oligossacarideos (glicanos) a cadeias
polipeptidicas, por intermédio de enzimas especificas dando origem a glicoproteinas (Del Val et al.
2010; Stenesh 2013; Senger e Karim 2005). As glicoproteinas formam-se no reticulo
endoplasmatico sendo depois transportadas por vesiculas até ao complexo de Golgi no qual sofrem
modificacdes por meio de mais enzimas, que atribuem a proteina um sinal que determina o seu
destino e constituicdo final (Del Val et al. 2010; Lingg et al. 2012). No caso das células eucaridticas
a modificagdo de proteinas ocorre por N-glicosilagdo. A glicosilagdo é um acontecimento altamente
regulado, no qual durante a diferenciagdo e desenvolvimento das biomoléculas, mudancas nas
condigdes fisicas e quimicas do meio de cultura celular tais como a disponibilidade de nutrientes,
pH, temperatura, oxigénio dissolvido, tensGes de cisalnamento e concentragdo de amdnia

acumulada podem afectar os perfis de glicosilacdo (Spearman et al. 2007).

9
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Existem diversas células hospedeiras que permitem a producdo de proteinas nomeadamente,
bactérias, leveduras, células vegetais, células de insecto e células animais. A E. Coli, bactéria
naturalmente presente no organismo humano, € um dos hospedeiros mais utilizados na engenharia
genética gracas ao seu rapido crescimento, facil manipulacéo, alta expressdo proteica e baixo custo
associado. No entanto, os sistemas bacterianos exibem limitaces na expressdo de proteinas mais
complexas devido a incapacidade de realizar modificacbes pos-traducéo, dando origem a corpos de
inclusdo (agregados insoluveis) (Costa et al. 2014). Por esse motivo, na industria dos biofarmacos,
as células animais tornaram-se a principal escolha para a producdo de proteinas recombinantes pois
permitem contornar as limitacdes de outras linhas celulares procariotas (Zhang 2010), sendo
capazes de realizar modifica¢Oes apropriadas como a correcta glicosilacdo das proteinas, garantindo
a sua fungdo e cinética bioldgicas. Além disso, o perfil de glicosilagdo resultante das células
animais ¢ o mais semelhante ao do humano contrariando possiveis problemas de toxicidade ou
imunogenicidade no paciente aquando da sua administragcdo. As linhas celulares animais mais
comumente utilizadas sdo, as células CHO (do inglés, Chinese Hamster Ovary cells), as quais
permitem a producéo industrial e reprodutivel de anticorpos, as células HEK293 (do inglés, Human
Embryo Kidney cells), NSO (do inglés, myeloma cells), células HT1080 (do inglés, Human Sarcoma
cells) ou células BHK (do inglés, Baby Hamster Kidney cells) (Agrawal e Bal 2012; Lanza et al.
2013).

Segundo Raju et al. (2000), a glicosilacdo de proteinas é altamente especifica e dependente da
espécie celular utilizada, variando entre diferentes tipos celulares. As células CHO sdo actualmente
as células animais mais bem estabelecidas e utilizadas na industria biofarmacéutica para a producédo
estavel e a larga escala (g/l) de glicoproteinas. Distinguem-se pela capacidade de crescerem em
suspensdo, em meios quimicamente definidos sem soro, a altas densidades, pela eficiente
amplificacdo do gene de interesse, resisténcia a infeccdo por virus humanos e ainda pela sua
capacidade de produzirem alto nimero de copias do DNA de interesse permitindo uma producéao
consideravel de proteina (Lai et al. 2013). Contudo, como indica a figura 2.5, as células animais
ndo-humanas possuem na parte terminal dos seus glicanos, os epitopos a-Gal e acido N-
glicolneuraminico (Neu5Gc) inexistentes nas células humanas.

Estes terminais podem desencadear uma reaccao adversa quando administrados num humano uma
Vez que 0 seu sistema imunitario possui anticorpos contra tais epitopos (Brooks 2004; Ghaderi et al.
2012; Butler e Spearman 2014). Por sua vez, o uso de linhas celulares humanas como é o exemplo
das HEK293F, permite a producéo de glicoproteinas totalmente adaptadas para serem administradas

em humanos sem provocar efeitos secundarios indesejados.
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Figura 2.5 — As células eucaridticas tém capacidade de modificar as proteinas por N-glicosilacdo, no

entanto, as estruturas que originam sdo distintas. A figura representa a diferenca entre a estrutura de

glicanos provenientes de células ndo humanas e humanas. Adaptado de (Ghaderi et al. 2012).
2.5 Transfeccdo

Assim que a linha celular a ser usada é estabelecida, é necessario que a mesma seja transfectada
com os vetores que codificam para as cadeias leve e pesada, possibilitando a producdo da
glicoproteina desejada. A transfec¢do envolve diferentes estagios desde a criacdo dos vetores de
expressao, escolha do método de transfeccdo a usar dependendo dos diversos fatores envolvidos e
ainda a seleccdo das células adequadamente transfectadas (Costa et al. 2010).

2.5.1 Vetores de expressao

Para possibilitar a expressdo de uma determinada proteina é necessaria a introdugdo de um
fragmento de DNA, que a codifica, numa célula hospedeira. Para tal, sdo necessarios vetores de
expressao, ou seja, moléculas de DNA as quais sdo adicionados fragmentos de DNA externo e que
possuem capacidade de replicagdo (Amorim 2011).

Os vetores de expressao sdo usados para a expressdo do gene que codifica para uma determinada
proteina (Carson e Robertson 2006) e os mais utilizados sdo os plasmideos, moléculas de DNA
circular geralmente em cadeia dupla, que se replicam independentemente do cromossoma celular. O
seu tamanho pode variar desde alguns milhares de pares de bases até mais de 100 quilo bases, € a
sua existéncia € intracelular, sendo distribuida verticalmente para células filhas ap6s a divisdo
celular do hospedeiro (Brown 2010; Lodish et al. 2000).

Os vetores utilizados para a expressdo estavel carregam sequéncias nucleotidicas essenciais,
necessarias para a sua utilizacdo em clonagem de DNA, nomeadamente multiplos sitios de

clonagem, ou seja, locais de restrigdo que simplificam a insercdo de DNA estranho no plasmideo,
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uma origem de replicacdo que permite o inicio da replicacdo de novas moléculas de DNA, um
promotor que possibilita a transcrigdo controlada da proteina de interesse, um repressor que regula a
expressdo de um ou mais genes pela diminuicdo da replicacdo e terminadores de transcricdo que
impedem a transcricao indesejada contribuindo para a estabilidade do plasmideo e do mRNA (San e
Bennet 1995; Madigan et al. 2010; Balbas e Bolivar 1998).

Quando o vetor é utilizado para obter uma linha celular estavel, existe a hipotese de que durante a
transfeccdo 0 mesmo ndo integre o genoma hospedeiro. Por tal, é inserido no vetor um gene
marcador que permite seleccionar as células que foram efectivamente transfectadas. Esse gene
marcador, de resisténcia a antibidticos, torna-se assim uma importante carateristica quando as
células se encontram sob pressao seletiva (i.e. meio com antibiético) (Jostock 2011).

Para |4 dos problemas na concepgdo de vetores de expressdo, comuns a todas as proteinas
recombinantes, existem problemas adicionais que devem ser contornados (Costa et al. 2010). A
interacg@o entre as subunidades da proteina, a cadeia leve e a cadeia pesada, pode influenciar a
cinética e a quantidade de proteina pura produzida. No entanto, tais fatores podem ser controlados
através da utilizacdo de proporgOes estequiométricas adequadas de cada cadeia (Schlatter et al.
2005; Li et al. 2007). Através do uso de dois vetores distintos, cada um codificando uma das
cadeias do anticorpo que serd produzido, e de seguida transfectando-os para a célula, é possivel
controlar a expressdo desses fragmentos de DNA pela proporcao em que cada um é utilizado na co-
transfeccdo (Costa et al. 2010). A vantagem deste tipo de expressdo é a manipulacdo de vetores
mais pequenos e a variacdo da estequiometria de plasmideos. A linearizacdo dos plasmideos é
normalmente realizada, antes da transfeccao celular, pois permite melhorar a eficiéncia do método
(Wurm 2004).

No caso especifico deste trabalho, dois vetores diferentes foram utilizados, o pBiol-Neo e o pBio2-
Zeo (Anexo 1), em que o primeiro codifica para a cadeia pesada com um marcador de resisténcia a
neomicina e o segundo codifica para a cadeia leve com um marcador de resisténcia a zeocina.
Quanto & proporcdo estequiométrica de vetores a usar essa deve ser tal, que permita também
contornar os problemas de agregacdo, fendmeno comummente observado em proteinas, que se
caracteriza pela auto associagdo de um determinado nimero de moléculas constituintes da proteina
que podem formar particulas visiveis, invisiveis, precipitados e outros (Wang et al. 2009). Uma das
maiores preocupacdes associada a agregacdo é a possibilidade de essa desenvolver uma resposta
imune indesejada quando administrada a um individuo. A quantidade de agregados produzidos
durante o processo pode todavia, ser controlada durante a metodologia de cultura celular e
purificacdo do material produzido, monitorizando as condi¢Bes e implementando estratégias

adequadas para minimizar a sua formacdo, sendo posteriormente os agregados produzidos
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separados do produto de interesse por meio de métodos analiticos que permitem obter a proteina
pura (Cromwell et al. 2006).

De acordo com Ho et al. (2013) apesar de as imunoglobulinas possuirem na sua estrutura principal
0 mesmo numero de cadeias leves e pesadas tal ndo significa que uma propor¢do equilibrada dos
dois vetores na célula seja ideal para a expressao correta da glicoproteina desejada. Assim uma das
estratégias aplicadas, para controlar a formacdo de agregados e obter 0 maximo de proteina pura, é
o0 controlo da quantidade de DNA adicionado as células que codifica para a cadeia leve e para a
cadeia pesada do anticorpo.

Neste projeto estudou-se a influéncia da variagdo da propor¢do dos dois vetores de expressao
utilizados na co-transfecgdo das duas linhas celulares tendo-se usado os seguintes racios, 50L:50H,
75L:25H, 25L:75H, 10L:90H, em que L representa a cadeia leve e H a cadeia pesada. Tal variag&o,
permite concluir e observar se a presenca de um defeito de cadeia leve possibilita a obtencéo de

uma menor guantidade de dimeros e monémeros de cadeia leve.

2.5.2 Transfecgdo transiente vs. Transfeccao estavel

A transfeccdo celular pode ser de dois tipos, transiente ou estavel, em que cada uma se caracteriza
pela forma como o material genético é incorporado na célula hospedeira. A necessidade de realizar
uma transfec¢éo, surge quando se deseja analisar a expressdo de um determinado gene numa célula
animal (Kingston 2003), em que no caso deste trabalho se trata da expressdo de genes especificos
que codificam a sintese do Tribody™S5.

A producdo de glicoproteinas para uso comercial ou clinico, em células animais, é por norma
realizado por transfeccdo estavel. Nesta tecnologia o gene transfectado é incorporado no genoma
celular resultando na expressdo continua do gene de interesse dando origem a quantidades de
produto crescente ao longo do tempo, mesmo ap6s replicacdo celular (Groll 2003; Camara 2014).
No entanto, varios fatores dificultam a aplicacdo deste método nomeadamente, a possibilidade de o
DNA integrar regifes da heterocromatina ou locais vitais do genoma celular reduzindo ou anulando
a expressao do gene devido a sua integracdo aleatdria. Além disso, se 0 nimero de cOpias do gene
presentes na célula hospedeira for reduzido esse pode ser também um obstaculo & sua expressao
(Wurm 2004). Apesar das limitacOes, a estabilidade das linhas celulares animais é um pré-requisito
para a producdo de biofarmacos, e por tal a transfeccdo estavel é a técnica mais utilizada, apesar de
se mostrar mais trabalhosa, demorada e dispendiosa envolvendo grande quantidade de recursos
(Zhang 2010; Agrawal e Bal 2012).
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Ao contrario da transfeccdo estavel, a transfeccdo transiente permite de uma forma rapida e
econOdmica obter o produto de interesse numa quantidade razoavel para ensaios laboratoriais, sem
necessidade de seleccionar as células que eficazmente receberam o material genético (Hacker et al.
2009). Neste método o vetor de expressdo ndo € incorporado no genoma da célula hospedeira,
permanecendo em forma de plasmideo no citoplasma e expressando-se por um curto periodo de
tempo, sensivelmente 7 dias, devido a perda gradual de actividade por fatores ambientais e diviséo
celular (Camara 2014).

Apbs a fase de transfeccdo estavel, as células sdo selecionadas por pressdo seletiva, recorrendo ao
uso de antibioticos, e as pools resultantes, que foram corretamente transfectadas, sdo subclonadas
através de diluicdo limitante em placas de 96, 64 e 24 pogos. Por norma, apenas uma pequena
percentagem de clones expressa corretamente a proteina de interesse, a uma quantidade admissivel,
0 que pode originar uma baixa produgdo. Infelizmente, este processo demora cerca de 2 a 3 meses
sendo esta a maior desvantagem da aplicacdo de células animais associada a este tipo de

transfeccéo.

2.5.3 Métodos de entrega de DNA

Certas bactérias, incorporam naturalmente DNA por um processo designado por transformagéo, no
entanto a maioria das espécies tem que ser submetida a agentes quimicos ou tratamento fisico antes
do DNA ser capaz de entrar nas células. Para facilitar a entrada de material genético no interior das
células e a sua incorporagdo no genoma, varios métodos de transfeccdo tém sido desenvolvidos e
utilizados com base em vetores que facilitam esse processo, podendo ser classificados como virais e

nao virais.

2.5.3.1 Vetores virais

O uso de vetores virais, permite de uma forma altamente eficaz, a transferéncia de genes especificos
para o interior das células hospedeiras, tanto in vitro como in vivo, aliada & facil manipulacéo dos
mesmos (Warnock et al. 2011; Stone 2010). Diversos vetores virais foram desenvolvidos ao longo
dos tempos, incluindo os retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus adenoassociados e virus herpes
simplex, sendo actualmente utilizados nas mais variadas aplicagdes da engenharia genética
(Robbins e Ghivizzani 1998). Os primeiros vetores virais a serem usados na marcacdo de genes

especificos e ensaios clinicos em seres humanos foram os retrovirus, capazes de integrar de forma
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estavel no genoma permitindo a expressao continua do gene mas apenas aptos para infetar células
em divisdo (Stone 2010). Mais tarde, surgiram os adenovirus habilitados para infetar varios tipos de
células incluindo as que ndo se encontram em divisdo sendo apropriados a todas as linhas celulares
e exibindo elevados niveis de expressdo. Todavia, como ndo integram o genoma do hospedeiro a
expressdo do DNA é transitdria e limitada (Khatun 2012).

Na generalidade, 0s vetores virais sdo aqueles que proporcionam uma maior eficiéncia de
transfeccdo relativamente ao numero de células a transfectar, no entanto, revelam algumas
limitacGes pois podem provocar reac¢fes imunolodgicas e/ou tdxicas, mutagdes do material genético,
possibilidade de recombinagdo, limites no tamanho do material genético e elevado custo de

producéo (Fischer et al. 1999).

2.5.3.2 Vetores nao virais

Os vetores ndo virais sdo uma alternativa aos anteriores, e utilizam métodos quimicos tais como
lipofeccdo, DEAE-dextrano e transfeccdo célcio-fosfato e métodos fisicos, como o
bombardeamento de particulas, eletroporacdo ou microinjec¢do (Kingston 2003). Apesar de as suas
eficiéncias de transfeccdo serem inferiores as dos sistemas virais, sdo métodos que
comparativamente a esses sdo menos dispendiosos, facilmente manipulaveis, com baixa toxicidade
e sem limitacdo a dimensdo do DNA recombinante (Nayerossadat et al. 2012). Os sistemas fisicos,
permitem a transferéncia direta do DNA para as células por penetracdo da membrana, com baixa
imunogenicidade associada, ja 0s quimicos baseiam-se na formagdo de um complexo entre as
cargas positivas de polimeros ou lipidos catidnicos, e as cargas negativas dos grupos fosfato do
DNA (Al-Dosari e Gao 2009; Cevher et al. 2012).

Entre os métodos ndo virais, os lipidos catiénicos sdo uma das estratégias mais usadas, tendo como
vantagem a simples preparagdo, purificagdo, armazenamento, versatilidade e seguranca de
utilizacdo em seres humanos, podendo transportar material genético de grande tamanho (Kim e
Eberwine 2010).

2.5.3.3 Transfec¢do com lipossomas

Na lipofeccdo, a adigdo de uma solucdo de lipidos catidnicos medeia o transporte do DNA
recombinante até as células-alvo. A estrutura dos lipidos cati6nicos consiste em uma ou duas

cadeias de hidrocarbonetos ligadas a um grupo com carga positiva que induzem interacgoes

15



16

Avaliacdo da influéncia de células humanas e ndo-humanas no desenvolvimento de linhas celulares

estaveis para producdo de Tribody™5

eletroestaticas entre o prdprio e as cargas negativas dos grupos fosfato do DNA, dando origem a um
complexo carregado positivamente, o lipoplexo (Felgner et al. 1987). Por sua vez a carga positiva
do lipoplexo induz a interaccdo com a membrana celular carregada negativamente permitindo a
fusdo de ambas (Maccarrone et al. 1996). O complexo de transfeccdo é depois captado para o
interior da célula através de endocitose (Ross e Hui 1999) e assim que se encontra no interior da
célula deve ser capaz de escapar da via endossomal, difundindo-se pelo citoplasma e inserindo-se
no ndcleo permitindo a integracdo do gene de interesse no genoma.

A maior desvantagem deste método ¢ a falta de conhecimento relativamente a estrutura/actividade
dos lipoplexos e mecanismos envolvidos na entrega dos genes a nivel intracelular que ainda é

escasso e pouco elucidativo (Simdes et al. 2005).

{§  Neutral lipids

f  Anionic lipids

Lipoplex

§ Cationic lipids
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delivery

Figura 2.6 — Visdo geral das principais etapas envolvidas na interac¢do de lipoplexos com células.
Ligacdo e captacdo celular dos complexos, libertacdo do DNA no citoplasma, migracdo do DNA até ao

nucleo (Simdes et al. 2005).

2.6 Seleccdo de células animais

Promover o crescimento celular na presenca de antibiéticos no meio é uma forma eficaz de
selecionar as células que contém um determinado plasmideo com um gene marcador, integrado

efetivamente no seu genoma.



Contexto e Estado da Arte

Apobs a transfecgdo, procura-se isolar e propagar as células corretamente transfectadas (Promega
2013). Para tal, os vetores de expressdo devem conter para além do gene que codifica para a
glicoproteina desejada, um co-gene que permite a resisténcia das células, adequadamente
transfectadas, aquando da presenca de antibidtico. Os agentes de selec¢do, como o caso dos
antibioticos, provocam o abrandamento do crescimento celular ou até a sua morte pela inibicdo de
processos vitais necessarios a célula, como a sintese proteica, replicacdo do DNA, transcri¢do e
biossintese da parede celular (Julin 2014).

Existem diferentes tipos de antibidticos que podem ser utilizados na seleccdo de células animais tais
como a neomicina, zeocina, higromicina B, puromicina e geneticina, no entanto, a sua escolha
prende-se com a linha celular utilizada (Lanza et al. 2013; Schlokat et al. 1997). A concentragdo de
antibidtico a utilizar na fase de seleccdo é também um pardmetro de extrema importancia que
depende fortemente da linha celular usada e deve ser definida com vista a permitir apenas a
sobrevivéncia das células transfectadas. Por esse motivo a concentracdo a usar ndo deve ser
demasiado baixa pois nesse caso pode permitir a sobrevivéncia de todas as células, por outro, ndo
deve ser exageradamente alta pois pode provocar a morte radical da grande maioria das células,
inibindo a sobrevivéncia das células que possuem o vector corretamente integrado.

O primeiro passo, crucial para a criacdo de uma linha estavel é a determinacdo da concentragdo
Optima de antibi6tico a usar para selecionar as células devidamente transfectadas através de uma
curva de morte. Esta trata-se de uma experiéncia em que as células sdo expostas a quantidades
crescentes de antibitico para determinar a concentracdo minima necessaria para matar as células ao
longo de um intervalo de tempo (Mirus Bio LLC n.d.). A presséo seletiva é continuamente elevada
ao longo do tempo para permitir a amplificacdo do gene e consequentemente a expressdo da
proteina. As células que sobrevivem a seleccdo sdo subsequentemente diluidas em placas
permitindo a sua expansdo individual de forma a dar origem a uma populagdo celular final
homogénea, na qual todas as células sdo iguais entre si. O melhor clone é posteriormente escolhido
tendo por base o seu crescimento, taxa de produtividade e estabilidade (Lanza et al. 2013).

No presente trabalho, dois antibidticos sdo usados durante a seleccdo celular, a neomicina e a
zeocina, caraterizadas pelo seu distinto mecanismo de acgdo sobre as células.

A zeocina pertence & familia da bleomicina/fleomicina e é obtida a partir de Streptomyces. A sua
cor azul carateristica, ¢ atribuida pela presenca do ido cobre o qual é reduzido e eliminado quando o
antibiotico entra na célula, tornando a zeocina activa e capaz de se unir ao DNA. Trata-se de um
antibiotico de amplo espectro e altamente efetivo em células animais, vegetais, leveduras e
bactérias. A resisténcia celular a zeocina é atribuida pelo gene Sh ble de Streptoalloteichus

hindustanus, que inativa a zeocina ligando-se ao antibio6tico. O seu mecanismo de accao nas células
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baseia-se na sua ligacdo ao DNA, intercalando-se na cadeia, provocando a sua consequente
clivagem, causando a morte celular (Invitrogen 2002; Ehrenfeld et al. 1987; Invitrogen 2012).

A neomicina é um antibi6tico aminoglicosideo, que bloqueia a sintese proteica de linhas celulares
estaveis, interferindo na actividade ribossomal que medeia a traducdo da proteina. A ligacdo da
neomicina ao ribossoma interfere com a ligacdo entre 0 mMRNA e tRNA o que resulta na producdo
de péptidos téxicos ou ndo funcionais inibindo a sintese de proteinas vitais ao crescimento da célula
(Hoch et al. 1998; DrugBank 2005).
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3 Descricao Teécnica e Discussao dos Resultados

3.1 Material bioldgico

3.1.1 Linhas celulares

Neste trabalho foram utilizadas duas linhas celulares distintas para a produgido de Tribody™S5, as
Freestyle™HEK?293 e as CHO-S.

A linha celular FreeStyle™HEK293 (ou HEK293F) é composta por células embrionérias de rim
humano, derivada de um tipo selvagem de HEK293. S&o facilmente cultivadas, estando altamente
adaptadas para crescerem em culturas em suspensdo, atingido altas densidades celulares e niveis de
expressao, atraveés do uso de meio isento de soro (FreeStyle™293 Expression Medium). A linha
celular CHO-S, é uma linha de células estabelecida por aneuploidia estavel, derivada de células de
ovario de hamster chinés, CHO K1, adaptada a altas densidades e cultura em suspensdo em meios

sem soro sendo capazes de expressar elevados niveis de sintese de proteinas recombinantes.

3.2 Procedimentos

Todos os procedimentos descritos ao longo desta seccdo foram realizados em cémara de fluxo
laminar, utilizando material estéril descartdvel ou autoclavado. O material ndo estéril foi
devidamente esterilizado com alcool a 70% antes da sua entrada na cAmara para evitar possiveis
contaminagdes.

O meio de cultura de ambas as linhas celulares foi pré-aquecido a 37°C e testado sempre que

manipulado ou adicionado as células.

3.2.1 Descongelamento das células

Ambas as linhas celulares, existentes no banco de células da Biotecnol, encontravam-se congeladas
em meio completo com 10% de DMSO (do inglés, Dimethil sulfoxide; Sigma-Aldrich, Missouri,
E.U.A) num tubo de criopreservagdo (VWR, Radnor, PA, E.U.A) com 1 ml de células a 1x10’
células vidveis/ml, armazenadas em azoto liquido a -120°C.

Para descongelar as células, as aliquotas em azoto liquido, foram transferidas para um banho de
dgua a 37°C. Apo6s estar totalmente descongelada, o conteGdo da aliquota da linha
FreeStyle™HEK293, foi transferido para um shake flask (VWR) com FreeStyle™293 Expression
Medium (Gibco, Carlsbad, CA, E.U.A) com 1% de Pen Strep (do inglés, Penicillin Streptomycin
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Solution, Gibco) (10000 U/ml penicilina e 10000 pg/ml de estreptomicina). Para as células CHO-S
utilizou-se meio de cultura CDFortiCHO™ Medium (Gibco) com 1% de Pen Strep (Gibco) e 8mM
de L-glutamina (Sigma-Aldrich). As células foram incubadas a 37°C numa atmosfera humidificada
com 8% de CO, num agitador orbital a 150 rpm.

3.2.2 Cultura e manutencao das linhas celulares

Este procedimento permitiu manter a actividade constante das células através da renovagdo do meio
em que se encontram. Para a manutencdo e crescimento das células, estas foram mantidas a uma
temperatura de 37°C, em atmosfera hiumida com 8% CO, a uma agitacdo de 150 rpm. O meio foi
substituido cerca de 2 a 3 vezes por semana. A cada dia de passagem, através da contagem das
células vidveis/ml, determinou-se o volume de in6culo necessario para manter as células a uma
densidade celular de 3x10° células viaveis/ml e consequentemente o volume de meio novo, pré-
aquecido, necessario adicionar para perfazer um volume util de 30 ml de um shake flask estéril de
125 ml. Ao fim deste processo as culturas foram levadas novamente a incubadora onde
permaneceram por mais 3 a 4 dias até a seguinte passagem mantendo-se assim na sua fase

exponencial de crescimento.

3.2.3 Estudo de crescimento

O estudo de crescimento foi efetuado em shake flasks de 125ml e spin tubes (ThermoScientific™,
Waltham, Massachusetts, E.U.A) de 50ml, preparados com um inéculo de 3x10° células/ml e
respetivo meio de cultura. Todos os ensaios foram realizados em triplicado excepto no caso dos
shake flasks. Assim que inoculados, os shake flasks foram colocados na incubadora com plataforma
rotativa a 150 rpm, a 37°C, com atmosfera humidificada a 8% CO-, enquanto os spin tubes foram
colocados numa incubadora com atmosfera humidificada a 5% de CO, e a 300 rpm. A cada 24
horas foi recolhida uma porcéo da células em meio para determinar a quantidade de células viaveis

presentes.

3.2.4 Estudos de curva de morte

Inocularam-se spin tubes de 50 ml com uma densidade celular de 3x10° células/ml, com diferentes
concentragdes dos antibidticos zeocina (50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml e 400 pg/ml) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, E.U.A) e neomicina (20 pg/ml, 30 pg/ml, 40 pg/ml e 50 pg/ml) (Sigma-Aldrich). Os

spin tubes foram incubados a 37°C, atmosfera humidificada e a 5% CO, numa incubadora com
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plataforma rotativa a 300 rpm. A cada 24 horas, aproximadamente, recolheu-se cerca de 0,5 ml de
cada tubo para determinar a concentragéo celular.

3.2.5 Transfeccédo de células com FreeStyle™ Max Reagent

Para realizar a transfeccdo das células, usou-se um método de transfeccdo com base em lipidos
cationicos. Ambas as linhas celulares foram transfectadas com dois plasmideos diferentes, a
diferentes proporcdes, um contendo a cadeia leve e um marcador com resisténcia a zeocina e outro
a cadeia pesada e resisténcia & neomicina.

Para a transfeccdo com FreeStyle™MaxReagent (Invitrogen), foi feita a expansao das células 24h
antes da transfeccéo, a 5x10° células/ml em 150 ml, completado com o respetivo meio.

No dia da transfeccdo, para cada uma das linhas celulares, foram preparados 6 shake flasks, cada
um com densidade de 10x10° células/ml, para um volume (til de 30 ml completado com meio pré-
aquecido e levados a incubadora com agitacdo constante a 37°C. Para as células CHO-S, num tubo
tipo falcon (15 ml) (VWR) misturou-se 50 pl no total dos dois plasmideos em OptiPRO™SFM
(Gibco) para um volume final de 1,5 ml. Num tubo eppendorf de 2 ml, adicionou-se 50 ul de
FreeStyle™MAX Reagent (Invitrogen) com 1,45 ml de OptiPRO™SFM (Gibco) e agitou-se
gentilmente. A solugdo contida no eppendorf foi adicionada ao falcon e incubada durante 10
minutos a temperatura ambiente permitindo a formacdo dos complexos lipidos-DNA. Essa
preparagéo foi realizada e adicionada a cada um dos shake flasks posteriormente incubados. Para as
células HEK293F preparou-se num tubo eppendorf 37,5 ul de DNA total em OptiPRO™SFM
(Gibco) para um volume final de 0,6 ml, agitando levemente e levado a incubar durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Noutro eppendorf misturou-se 37,5 pl de FreeStyle™MaxReagent
(Invitrogen) em OptiPRO™SFM (Gibco) para um volume total de 0,6 ml. O conteudo dos
eppendorfs foi misturado e incubado durante 20 minutos a temperatura ambiente permitindo a
formacédo dos lipoplexos. A mistura de transfeccdo final foi adicionada as células posteriormente
levadas a incubadora a 37°C, com 8% CO; a 150 rpm. Foi ainda realizado um segundo ensaio no
qual uma transfec¢do adicional foi efetuada para ambas as linhas celulares utilizando dois

plasmideos, ambos com resisténcia & zeocina.

3.2.6 Pressao seletiva

Apos 48h da transfecgdo celular, iniciou-se a selec¢do das células corretamente transfectadas tendo-

se determinado inicialmente o nimero de células viaveis e respetiva viabilidade.
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Nas transfeccBes realizadas para as FreeStyle™HEK?293, as células foram mantidas a uma
densidade celular de 4x10° células viaveis/ml em 30 ml completos com meio de cultura. A essas
foram adicionadas os agentes de selecgdo, zeocina (Gibco) e neomicina (Sigma-Aldrich), a uma
concentracdo final de 50 pg/ml e 20 pg/ml, respetivamente. Os shake flasks foram colocados na
incubadora a 37°C, 150 rpm e atmosfera humida. Para as células CHO-S, a seleccdo foi realizada
com as células em suspensdo em shake flasks e T-flasks (VWR). Ap6s contagem, seis T-flasks de
75cm? foram inoculados com uma concentragdo celular de 5x10° células viaveis/ml em 20 ml de
meio de cultura e com uma concentracdo de 50 pg/ml de zeocina (Gibco) e 20 pg/ml de Neomicina
(Sigma-Aldrich). Os frascos foram incubados estaticamente a 37°C, com 80% de humidade relativa
e 5% CO,, onde permaneceram durante 7 dias sem qualquer intervengdo. No caso dos shake flasks
foi adicionado uma concentragdo celular de 5x10° células/ml completo com meio e as
concentragdes de antibiotico referidas anteriormente.

Apos trés dias do inicio da pressdo selectiva, as transfecgdes em shake flask foram mantidas a uma
densidade celular de 3x10° células viaveis/ml acrescentando agentes de seleccdo em quantidades
adequadas para o volume de meio fresco adicionado. Este processo foi repetido a cada 3-4 dias até
se obter a pool de células adequadamente transfectadas, com viabilidade maior que 85% e uma
densidade celular superior 10x10° células/ml.

Quanto aos T-Flasks, apds os sete dias, as células recuperadas (>5x10° células vidveis/ml) foram
transferidas para shake flasks a uma concentracdo celular de 3x10° células vidveis/ml completos
com meio novo e agentes de seleccao.

Apos este ensaio, uma segunda experiéncia foi realizada, devido a morte das células HEK293F e
CHO-S provenientes de T-Flask, na qual o protocolo de transfecgdo e seleccdo se manteve igual, no
entanto, diminuiram-se as concentracdes de agentes de seleccdo para metade (25 pg/ml de zeocina e

10 pg/ml de neomicina).

3.2.7 Congelamento de células

Ao fim da fase de seleccdo, para garantir a existéncia de células transfectadas no caso da ocorréncia
de contaminacdo, foram feitos bancos das pools selecionadas, evitando a necessidade de repetir
todo o processo de transfeccdo e seleccdo. Para criar os bancos de células, determinou-se a
quantidade de meio de congelamento necessario, previamente definido, em funcdo do nimero de
frascos de criopreservacdo necessarios a preparar. Num tubo de centrifuga estéril (VWR) foi feita
uma mistura de meio de cultura a 90% com 10% de DMSO (Sigma-Aldrich) armazenada a 2-8°C
até a sua utilizagdo. Através da contagem do nimero de células viaveis e sabendo que a densidade

celular em cada tubo de criopreservacéo deve ser de 1x107 células/ml, determinou-se qual o volume
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de indculo a ser centrifugado a 300g durante 5 minutos a 4°C. Apds centrifugacdo o sobrenadante
foi descartado e o pellet de células ressuspendido no meio de congelamento. Para cada um dos
tubos transferiu-se 1 ml da suspensdo final sendo de seguida colocados no Mr.Frosty™ Freezing
Container (ThermoScientific™) para induzir um decréscimo gradual da temperatura (-1°C/min).

Apos 24h foram transferidos permanentemente para azoto liquido a -120°C.

3.3 Técnicas analiticas

3.3.1 Contagem de celulas pelo método de exclusdo do azul de tripano

Num tubo eppendorf diluiu-se a amostra de suspensdo celular 1:2 com azul de tripano (Trypan Blue
Solution 0,4%, Sigma-Aldrich). Apos 1-2 min de incubagdo, cerca de 7 pl da mistura foi colocada
em cada uma das cdmaras da lamela de contagem e esta foi inserida no contador (TC10™
Automated Cell Counter, Bio-Rad, Hercules, CA, E.U.A). Ao adicionar a solucdo, o contador de
células identificou as células vivas e mortas pois as Ultimas incorporam o corante apresentando uma
coloragdo azul ao contrario do que aconteceu com as células vivas. Assim, foi determinada a

quantidade de células totais e viaveis por ml presentes bem como a respetiva viabilidade.

3.3.2 ELISA

O Tribody™S5 foi quantificado através do método de ELISA indireto. Placas de poliestireno de 96
pogos (Corning Inc, Corning, NY, E.U.A) foram cobertas com um antigénio, ECD-5T4 (Biotecnol,
Oeiras, Portugal) diluido em tampdo 0,05M carbonato/bicarbonato, e colocadas a incubar a 4°C
promovendo a ligacdo do antigénio as paredes dos pogos. No dia seguinte, realizaram-se sucessivas
lavagens com TTBS 1x (do inglés, Tris-buffered saline with Tween20), permitindo a remogéo dos
antigénios que ndo aderiram as paredes sendo de seguida adicionada uma solucao de bloqueio (1%
leite em p6 em TTBS 1x) que preencheu os locais vazios dos pogos evitando um falso sinal na
leitura. Apds incubar durante 1h, a solucdo de bloqueio foi descartada e a placa novamente lavada
com TTBS 1x. As amostras de sobrenadante (previamente diluidas em 0,2% leite em p6 em TBS)
provenientes das culturas transfectadas foram adicionadas a placa e incubadas por 2h, permitindo a
ligacdo do anticorpo de interesse ao antigénio. Novas lavagens foram realizadas e um anticorpo de
deteccdo conjugado a enzima fosfatase alcalina (mouse anti-human 1gG Fd-AP a 1:2000,
LifeTechnologies, Carlsbad, CA, E.U.A) foi adicionado. A placa foi incubada durante 1h, seguida
de varias lavagens com TTBS 1x e TBS 1x (do inglés, Tris-buffered saline) e adi¢do do substrato

pNPP (do inglés, p-nitrophenyl phosphate, Sigma-Aldrich) que promoveu a ocorréncia de uma
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reaccdo enzimatica com formacao de cor. Depois de um pequeno periodo de incubacdo a reaccao
foi travada com uma solucdo de 3M NaOH e a absorvancia de cada um dos pocos foi lida num
leitor de placas. Foi feita uma curva padrdo utilizando uma amostra de Tribody™5 caraterizada de

concentracdo conhecida.

3.3.3 Cromatografia de afinidade por proteina L

A purificag@o de Tribody™ efetuada por cromatografia de afinidade, atraveés de colunas com matriz
de proteina L, permite a ligacdo do anticorpo pela interaccdo com a sua cadeia leve.

Todo o processo cromatografico foi realizado na auséncia de endotoxinas. Para assegurar essa
condicéo, o sistema AKTA™ (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) foi limpo com 1M
NaOH, a coluna cromatogréafica e as linhas foram limpas com strong buffer (500mM fosfato de
sodio pH 7) e o material de vidro foi previamente pirogenado. A coluna de cromatografia foi
empacotada com resina de proteina L a 3,9 mg/l volumes de coluna (GE Healthcare). Seguidamente
foi realizada uma nova limpeza da mesma de forma a remover o NaOH presente, evitando a
desnaturacdo das proteinas de interesse e as linhas foram purgadas com tampdo de equilibrio (PBS
1x pH 7,4).

A coluna operou a um caudal de 2 ml/min, e depois de equilibrada, a amostra foi injetada na coluna.
Posteriormente, foi injetado na coluna tampdo de lavagem (fosfato/citrato a pH 7,4), de forma a
remover todas as proteinas que se ligaram de forma inespecifica a coluna e de seguida, usando um
tampdo de eluicdo (fosfato/citrato a pH 2), a amostra foi recolhida (2,5ml/tubo) pelo fracionador
para tubos de 15 ml com volume adequado de tamp&o de neutralizagdo (1M Tris pH 9). As fraccdes
que continham a amostra para o0 qual se obteve o pico de proteina de interesse foram coletadas e
guardadas a 4°C enguanto as restantes foram descartadas. No fim do processo cromatografico, a
coluna foi novamente equilibrada com o tampdo correspondente e conservada a 4°C com 20%

etanol até proxima utilizacéo.

3.3.4 Concentragdo das amostras

Apbs o primeiro passo de purificagdo, por cromatografia de afinidade, foi necessério concentrar as
amostras estudadas pois a concentracdo de Tribody™5 obtida foi demasiado baixa para a amostra
ser colocada diretamente na coluna de cromatografia cationica. O material das pools obtidas da
coluna com proteina L foi concentrado em Vivaspin 6 com um cut-off de 30kDa (GE Healthcare). O
concentrador foi preenchido com a solugdo, e colocado numa centrifuga com rotor de angulo fixo

F34-6-38 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). A primeira centrifugagcdo foi realizada a 10000g
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durante 5 minutos, no entanto, o tempo de centrifugacdo necessario para atingir o volume de

concentracdo desejado dependeu do produto e volume a concentrar.

3.3.5 Cromatografia catidnica analitica

Numa segunda etapa de purificacdo das amostras em estudo, foi usada uma cromatografia catiénica
analitica, utilizando-se uma coluna com resina de permuta idnica, carregada negativamente
consequentemente tem afinidade para moléculas com carga positiva.

Para separar 0 Tribody™5 dos dimeros/multimeros de cadeia leve, a amostra foi injetada na coluna
de troca cationica utilizando o sistema Dionex UltiMate™3000 (ThermoScientific™) a um caudal
de 0,5ml/min. O método de eluicdo foi feito por gradiente com dois tamp&es com concentra¢des de
sal diferentes. Apos equilibrio da coluna iniciou-se o gradiente com o aumento da concentracdo de
sal. Inicialmente foram eluidos os constituintes de cadeia leve e de seguida o Tribody™5 e
possiveis agregados de Tribody™S5 presentes na amostra.

3.3.6 SDS-PAGE

Neste ensaio, 3/4 das amostras a analisar foram diluidas com agua ultrapura e completadas com 1/4
do volume total de tampdo NuPAGE LDS (Invitrogen) sendo de seguida centrifugadas. A célula de
eletroforese, XCell SureLock™Mini-Cell (Invitrogen) foi montada seguindo as instrugbes do
fabricante tendo-se adicionado 600 ml de MOPS 1x a célula. Cada um dos pocos foi carregado com
6 ul de marcador de peso molecular, SeeBlueR Plus2 (Invitrogen) e com 40 pl das respetivas
amostras. O gel foi exposto a uma corrente de 200V durante 55 min e ap6s esse tempo, foi lavado
(3x com agua ultrapura) e de seguida revelado com SimplyBlue™SafeStain (Invitrogen), ficando
neste reagente cerca de 20 minutos com agitagdo. Finalmente, foi colocado em agua ultrapura e
posteriormente analisado com recurso ao Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad) e ao software Image Lab
(Bio-Rad).

3.3.7 Ensaio citotoxico

O ensaio citotdxico trata-se de um método utilizado para avaliar terapias baseadas no uso de
anticorpos, que reconhecem especificamente células de tumor, e sdo capazes de recrutar células
efetoras do sistema imunitéario que aumentam a actividade antitumoral promovendo a lise celular.

Neste ensaio de toxicidade mediada por células dependentes de anticorpos, promoveu-se a morte de
células-alvo através da ac¢do do Tribody™S5 e de linfocitos T (utilizou-se uma mistura de células

mononucleares de sangue periféricas-PBMC). As células-alvo (células tumorais com expressao de
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5T4) foram cultivadas em aderéncia e mantidas em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% FBS (do inglés, Fetal Bovine Serum, PAA, Pasching, Austria) e 1%
Penicilina/Estreptomicina (Gibco) a 37°C e 5% CO.. No dia anterior ao inicio do ensaio, as células-
alvo foram marcadas com o corante de membrana PKH-67 (Sigma-Aldrich) segundo as instrugdes
do kit do fabricante.

Para tal, as células-alvo comegaram por ser lavadas com PBS (do inglés, Phosphate-buffered saline)
e solucdo de dissociacdo (Biological Industries, Israel) promovendo a sua desagregacdo das paredes
do T-flask e lavadas com RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) para remover os possiveis vestigios de FBS
(PAA). Seguidamente foram centrifugadas (300g, 5 minutos) e ao pellet de células foi adicionado
diluente C (Sigma-Aldrich) e imediatamente a seguir, a solugdo corante. Para parar a reac¢do de
tingimento foi adicionado FBS e feita uma lavagem, desta vez com meio de cultura completo para
remover o corante PKH-67 do meio.

A suspensdo resultante foi distribuida pelos pogos de uma placa de cultura e colocadas a incubar
durante a noite a 37°C e 5% CO..

No dia seguinte, foram adicionados a cada um dos pocos PBMC (adquiridas a Tebu-Bio) e
Tribody™5 na gama de concentragdes a estudar (em duplicado). A placa foram também
adicionados um controlo sem Tribody™S5 e células sem coloragdo com PKH-67 para determinar e
definir a zona a analisar no FACS (do inglés, Fluorescence Activated Cell Sorting). As placas foram
novamente colocadas a incubar nas condic@es referidas anteriormente.

Apos 48h, as placas foram observadas de forma a detectar morte celular. O contetido de cada um
dos pocos foi transferido para um eppendorf em conjunto com as células removidas por adi¢ao de
tripsina (Sigma-Aldrich). As amostras resultantes foram analisadas por citometria de fluxo atraves
do FACSCalibur (Becton Dickinson, New Jersey, EUA) de modo a quantificar o nimero de células
vivas (com PKH-67). A citotoxicidade especifica é definida pela percentagem de células mortas por
accao do Tribody™S5. O numero de células mortas em cada ponto ¢ calculado pela diferenga entre
as células vivas (com PKH-67) desse ponto e 0 numero de células vivas do controlo sem
Tribody™S5.

Citotoxicdade(%) = 1—M x100 (3.1)
#livecellctrl
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3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Estudos de curva de crescimento

Ambas as linhas celulares foram submetidas a um estudo de crescimento celular em suportes
distintos (shake flask e spin tube), de forma a comparar o crescimento celular nos dois tipos de
cultivo e as diferentes fases do crescimento, nomeadamente, o intervalo de tempo no qual as células
se encontram na sua fase exponencial, altura em que devem ser mantidas, transfectadas ou sub-
cultivadas. Na figura 3.1, encontra-se representado o crescimento celular das células HEK293F e
CHO-S.

FreeStyle™HEK293 CHO-S
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Figura 3.1 — Curvas de crescimento para as duas linhas celulares estudadas, FreeStyle™HEK?293 e

CHO-S, em diferentes suportes.

Pela analise da figura é notdrio que a fase exponencial das células FreeStyle™HEK293 e CHO-S
ocorre entre 0 dia 2 a 4 e 2 a 5 respetivamente, o que indica que para ambas as linhas celulares
serem mantidas no mesmo dia, essas devem ser passadas 2 a 3 vezes por semana em intervalos de 3
a 4 dias. Apesar de o crescimento celular se apresentar idéntico em shake flask e spin tube até ao 4°
dia, a determinada densidade celular, ocorre uma limitagdo no nimero de células viéveis cultivadas
em spin tubes o que pode ser causado pelas limitagdes no arejamento. Uma vez que as condigdes de
agitacdo dos spin tubes j& seriam as limite para a incubadora usada e o volume util utilizado j& seria
demasiado baixo para esse suporte, ndo foi possivel alterar as mesmas e analisar o seu efeito, no
entanto, uma vez que a passagem das células é feita a cada 3-4 dias esse ndo se revelou um fator
limitante.

Visto que o estudo de morte decorre durante 4 dias consecutivos, periodo no qual a densidade

celular é muito semelhante nos dois tipos de cultivos, concluiu-se que seria adequado realizar esse
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estudo em spin tube permitindo a reducdo dos recursos utilizados, ao diminuir o volume de meio e a
quantidade de antibidticos necessérios, evidenciando-se como um método suficientemente
reprodutivel e representativo. Na figura seguinte é possivel observar-se a diferenca entre o uso de
shake flask e spin tubes, nos quais o volume Util para estes estudos é de cerca 30% e 10% do
volume total respetivamente o que representa uma poupanga de cerca 25ml de meio em cada ensaio

realizado.

Figura 3.2 — Suportes utilizados durante o estudo de crescimento celular. a) Shake flask com um volume

total de 125 ml e 30 ml de volume atil. b) Spin tube com um volume total de 50 ml e 5 ml de volume

atil.

3.4.2 Determinacdo da concentragdo 6tima de antibiotico a usar na fase

de expressao

A realizacdo de estudos de morte tem como finalidade a determinacdo de qual a melhor
concentragdo de antibidtico a utilizar durante a pressdo seletiva de forma a favorecer a
sobrevivéncia das células adequadamente co-transfectadas e induzindo a morte daquelas que nédo
foram transfectadas. Esta pressdo estimula apenas a sobrevivéncia das células que integraram
corretamente ambos os plasmideos no seu genoma e como resultado a expressao estavel do seu
conteido no qual se encontra o gene de interesse e aquele que confere a resisténcia ao antibiotico.

Os estudos de curva de morte foram realizados com dois antibidticos, a zeocina e a neomicina. A
concentracdo de zeocina a utilizar em seleccdo de células animais varia entre 0s 50 aos 1000 pg/ml
dependendo da linha celular em causa. Neste projeto, as concentracBes de zeocina estudadas para
pressdo seletiva foram 50, 100, 200, 400 pg/ml (Invitrogen 2012). Por sua vez, a concentracdo de
neomicina a usar na fase de seleccéo oscila em torno dos 50 pug/ml (OpenWetWare 2007) tendo os

estudos sido realizados com as concentragdes de 20, 30, 40, 50 e 100 pg/ml.
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3.4.2.1 Zeocina

O antibidtico zeocina foi testado em ambas as linhas celulares a quatro concentragdes distintas de
forma a observar o seu efeito sobre as células.

O estudo foi realizado durante quatro dias consecutivos, nos quais a viabilidade e concentracdo
celular foram obtidos. Foi também realizado um controlo negativo, sem adi¢cdo de antibidtico, de
forma a observar o comportamento das células na auséncia do mesmo.

Para determinar a concentracdo de zeocina déptima a usar durante o processo de seleccdo foi

determinada a cinética de morte celular na presenca de zeocina no meio. Através da equacdo 3.2, a

taxa especifica de morte celular foi calculada, k, em h, para cada uma das concentragdes de
antibiotico estudadas, atendendo a concentracdo de células viaveis presentes num instante t apés o
inicio da exposicdo da populagdo celular ao agente letal, C,, e & concentragéo de células viaveis
presentes no inicio da morte exponencial, C,. A taxa de morte é dada pelo declive da reta

exponencial que ajusta aos pontos obtidos para cada uma das concentracdes.
C, = Cp x g~ kalt %) (3.2)
Na tabela I1.1 e I1.2 em anexo, encontram-se 0s declives calculados para cada uma das

concentragdes de zeocina usadas nas diferentes linhas celulares, os quais correspondem a taxa

especifica de morte. Pela representacdo gréfica desses valores em fungdo do tempo, obteve-se a

figura 3.3.
T™
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Figura 3.3 — Representacdo gréafica da taxa especifica de morte em funcdo da concentracdo de antibidtico
utilizada (ug/ml) nas linhas celulares FreeStyle™HEK293 ¢ CHO-S.
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Admitindo que no processo de seleccdo de células, e de acordo com informacdo dada pela
Biotecnol, a concentragdo de antibidtico a usar deve corresponder a 50% do méximo da taxa de
morte observada pelo antibiético em estudo, pela analise da figura 3.3, e de acordo com esse
critério, a taxa de morte para as células HEK293F equivale a cerca de 0,0075 h™ o que corresponde
a uma concentracdo de zeocina a usar entre 50 a 100 pg/ml. Para as células CHO-S e seguindo o
raciocinio anterior, a taxa de morte correspondente a 50% do maximo é de 0,013 h, valor que se
encontra também entre 50 a 100 pg/ml. Na seleccdo da concentracdo de antibidtico mais adequada a
usar é necessario ter em conta, o facto de que quando co-transfectadas, as células encontram-se
especialmente fragilizadas o que acentua o efeito devastador da adi¢do de antibiético. Assim, para
assegurar que a concentracdo de antibidtico usada ndo é demasiado alta, provocando morte
excessiva durante a pressao seletiva, decidiu usar-se durante o processo de seleccdo, o antibidtico

zeocina a 50 pg/ml.

3.4.2.2 Neomicina

O estudo da neomicina foi também realizado para ambas as linhas celulares mas ao contrario da
zeocina, a determinacdo da concentracdo de antibidtico a usar ndo foi realizada com base na taxa de
morte celular mas sim na diferenca entre a taxa de crescimento celular na presenca e auséncia de
antibiotico. A diferenca de comportamento das células na presenca de neomicina e zeocina pode ser
justificada pelo mecanismo de ac¢do de cada um dos antibidticos. Enquanto a zeocina se liga a
dupla-hélice de DNA e provoca a sua consequente clivagem, causando a morte das células, a
neomicina promove uma inibicdo na sintese proteica, tornando o crescimento celular mais limitado.
De forma a determinar qual a concentracdo de antibidtico adequada a usar durante a presséo
seletiva, foi estudada a cinética de inibicdo de crescimento celular na presenca de neomicina,
através da comparacdo do crescimento celular na presenca e auséncia de antibidtico. Neste caso
também o estudo foi realizado durante 4 dias nos quais foi realizada uma contagem diaria da
concentracdo celular e respetiva viabilidade.

Ao analisar os resultados, verificou-se que a presenca de neomicina ndo impediu o0 crescimento
celular tendo provocado o seu abrandamento comparativamente ao controlo negativo.

Sabendo a taxa especifica de crescimento da linha celular na presenca de cada uma das

concentracdes de antibidtico, recorreu-se a equacdo 3.3 para determinar a taxa de inibicdo de

crescimento que trata a relagéo entre o crecimento na auséncia, ¢, e presenca de antibidtico a

determinada concentragdo de antibiotico, y,, em h.
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Ho ™ Hn » 100% = taxa de inibicdo do crescimento (3.3)

Ho

Para aferir qual a concentragdo de antibidtico a usar durante a pressdo seletiva das células
parametros como a taxa especifica de crescimento e de inibi¢do de crescimento foram calculadas e
encontram-se descritas na tabela 1.3 e 1.4 no anexo Il, tendo dado origem a figura 3.4 que

representa a concentracdo de neomicina em fungéo da taxa de inibicdo de crescimento.

FreeStyle™HEK293
s 60 100 CHO-S
= -
2 g
E 80
3 45 g
@ w
bl @
¢ 5 60
<3 30 2
c & — $ —
s~ ST 40
Z 55
5 =
E £ 2
=
g 0 T
3 z 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 & 0 10 2 30 0 5

conc. antibigtico (ng/mi) conc. antibiético (jg/ml)

Figura 3.4 — Representagdo grafica da relagdo entre a concentragdo de antibidtico utilizada (pug/ml) com

a taxa de inibicdo de crescimento em percentagem para as células FreeStyle™HEK293 ¢ CHO-S.

Admitindo que a concentragdo Optima de antibidtico deve inibir 50% do crescimento celular e
analisando o grafico referente as células HEK293F conclui-se que a concentracdo a usar deve ser
entre 30 a 40 pg/ml. Pela figura 3.4 é a concentracdo de 30 pg/ml a mais indicada a usar mas sendo
desconhecido o efeito da zeocina juntamente com a neomicina na actividade celular e sendo as
células humanas extremamente sensiveis, a administracdo de ambos pode ter um efeito indesejado,
levando a consequente morte celular. Assim de forma a assegurar a sobrevivéncia celular concluiu-
se que a concentracao de neomicina a usar na fase de pressao seletiva é de 20 pg/ml.

No caso das células CHO-S, a curva ndo estabiliza para um determinado valor pois a uma
concentracdo superior a 40 pg/ml ocorre uma inibicéo total do crescimento. Assim, teoricamente o
maximo de concentracdo de neomicina que as células CHO-S suportam é 40 pg/ml e portanto a

concentracgdo selecccionada para o processo de seleccéo de células transfectadas foi de 20 pg/ml.

3.4.3 Transfeccdo e seleccdo das pools de células

Nos estudos de transfeccdo ambas as linhas celulares foram co-transfectadas com dois vetores, um

contendo 0 gene para expressdo da cadeia leve do Fab e uma das scFv(5T4) com um marcador de
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resisténcia a zeocina, e outro contendo o gene para expressdo da cadeia pesada do Fab (fragmento
Fd) e outra das scFv(OKT3) com marcador de resisténcia a neomicina. Diferentes propor¢des dos
dois vetores foram utilizadas durante a co-transfecgéo, de forma a avaliar a influéncia do aumento
ou diminuigdo de copias de cadeia leve na formagdo de agregados e consequentemente Tribody™S5.
Os récios utilizados foram 50L:50H, 25L:75H, 75L:25H e 10L:90H, em que L representa a cadeia
leve e H a cadeia pesada.

No primeiro ensaio realizado, as células HEK293F foram co-transfectadas em suspensdo, e as
células CHO-S foram co-transfectadas em suspensdo e aderéncia. Apds o processo de transfeccéo,
deu-se inicio ao processo de selec¢do onde as concentracfes de antibidtico definidas anteriormente
foram adicionadas as culturas (50 pg/ml de zeocina e 20 pg/ml de neomicina) do qual apenas as
células CHO-S em suspensdo sobreviveram. Ainda assim, essas concentra¢cdes de antibidticos
mostraram-se pouco eficientes na seleccdo das células CHO-S cultivadas em suspensdo, ndo se
observando uma diminuicdo suficientemente satisfatoria na viabilidade celular nos primeiros dias.
Assim, para melhorar o processo de seleccao celular e com base em resultados e protocolos internos
da Biotecnol, a concentracdo de zeocina foi elevada para os 100 pg/ml a qual permitiu ao fim de
alguns dias selecionar as 4 pools de células CHO-S obtidas. O comportamento das células CHO-S
em suspensao e sob pressdo seletiva encontra-se descrito na figura 3.5.
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20 ug/ml neo 20 ug/ml neo 20 ug/mlneo || 20 ug/mlneo
120 l l 120 l
100 ¢ 100
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Figura 3.5 — representacdo da morte celular ao longo do tempo e influéncia das concentrac@es de zeocina
e neomicina utilizadas na seleccdo das células CHO-S corretamente transfectadas. A curva a verde

representa o controlo negativo (células ndo-transfectadas).

Observa-se na figura que o abalo provocado nas células aquando da adicdo das concentracdes de
antibiético determinadas pelos estudos de morte é pouco significativo. E possivel também concluir

gue essas concentracdes ndo sdo suficientes para o processo de selec¢do pois o controlo negativo,
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que ndo contem qualquer resisténcia a antibidtico, continua com uma viabilidade de cerca 90% apds
7 dias. Com o aumento da concentracdo de zeocina verificou-se uma diminuigdo da viabilidade
celular mais acentuada e a morte do controlo negativo o que permite concluir que essa é a
concentracdo de zeocina mais adequada a usar.

De forma a compreender a razdo da morte das células HEK293F, foram consideradas diferentes
hip6teses para tal acontecimento: i) as concentrag@es de antibidtico usadas sdo demasiado altas; ii) o
tipo de cultivo, suspensao ou aderéncia, influéncia a sobrevivéncia; iii) o antibi6tico neomicina ndo
é adequado para células animais; iv) o plasmideo com o gene de resisténcia Neo ndo € totalmente
eficaz ou pode ndo ter integrado corretamente no genoma.

Para compreender qual das hipoteses anteriores foi a causa da morte celular foi realizado um
segundo ensaio, no qual a concentracdo de antibidticos foi reduzida para a metade e uma
transfeccdo adicional foi realizada com uso de dois vetores de expressdo ambos com resisténcia a
zeocina.

As células HEK293F e CHO-S, ap0s co-transfectadas foram cultivadas em shake flask e em T-Flask
respetivamente, sob pressdo seletiva com 25 pg/ml de zeocina e 10 pg/ml de neomicina. Para
assegurar a existéncia de material proteico no fim do ensaio, parte das células foram cultivadas
transientemente durante 7 dias.

Apesar de se esperar a sobrevivéncia celular neste ensaio, as células expostas aos agentes de
seleccdo morreram novamente o que indica que tal ndo se deve a concentracao de antibidtico usada
pois neste caso foi menor ao determinado ou indicado na literatura. Visto que as células
transfectadas com os vetores com marcador de resisténcia a zeocina e expostos apenas a esse agente
de seleccdo também perderam viabilidade, pode concluir-se que a utilizacdo do gene Neo ou do
antibiotico neomicina ndo influenciaram a morte celular. Concluiu-se assim que o motivo mais
provavel para a morte das células HEK293F ter4 sido o protocolo utilizado, indicado para
transfeccédo transiente e ndo para transfeccdo estavel, em que fatores como tempos de incubacéo e
guantidade de DNA utilizada, poderdo néo ter sido os mais indicados a utilizar tendo em conta os
antibioticos, tipos celulares e vetores usados. Quanto as células CHO-S em aderéncia, ndo foi
possivel concluir qual a causa para tal acontecimento uma vez que o protocolo utilizado foi
especialmente concebido e otimizado para criagdo de uma linha celular estavel em aderéncia.

Em suma, no final dos ensaios, obtiveram-se 4 pools de células CHO-S estavelmente transfectadas,
as quais permitiram a producdo de material de forma estavel por CHO-S. Esse material foi obtido
por cultivo em shake flask durante 10 a 14 dias num processo em fed-batch de modo a avaliar-se
posteriormente a quantidade e qualidade de Tribody™5 produzido. Por outro lado, o material

produzido transientemente por ambas as linhas celulares, foi obtido ap6s 7 dias de cultivo pds-
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transfeccdo através da fraccdo de sobrenadante das culturas transientes, contendo a proteina
desejada.

3.4.4 Desenvolvimento de métodos analiticos para quantificacdo e

caraterizacio do Tribody™S3 produzido

34.4.1 ELISA

O método ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay) permite detectar e quantificar
proteinas presentes numa mistura complexa, de forma simples, sensivel e robusta (Rulker et al.
2010). Baseia-se na interaccdo antigénio-anticorpo e a detec¢do da presenca ou auséncia do produto
é feita pela interpretacdo de um sinal mensuravel obtido por intermédio de reac¢fes enzimaticas.
Um dos maiores problemas na deteccdo de Tribody™ é a formacéo de agregados de cadeia leve,
gue na grande maioria das vezes sdo detectados em conjunto devido a terem 0 mesmo peso
molecular, podendo influenciar de forma indesejada a sele¢do das pools ou clones mais produtivos.
A utilizagdo do anticorpo de deteccéo, anti-kappa light chain nos estudos de ELISA, mostrou sérias
desvantagens, pois uma vez que a sua afinidade é para a cadeia leve, todas as biomoléculas
constituidas por ela sdo detectadas, dando origem a uma falsa interpretagdo dos resultados.

O desenvolvimento deste método teve por objetivo a avaliagdo quantitativa do produto obtido
permitindo identificar a pool de células mais produtiva e pretende ser utilizado como um método de
avaliacdo inicial. Adicionalmente, uma das grandes vantagens a ele associadas é a capacidade de
analise e quantificagdo de amostras provenientes diretamente do meio sem necessidade de
purificacdo prévia.

Neste ELISA utilizou-se um antigénio especifico, a proteina 5T4 presente na membrana de células
tumorais, o qual permite a ligacdo de todas as biomoléculas constituidas por pelo menos uma cadeia
leve, na qual se localiza o epitopo 5T4. Foram adicionados aos pogos amostras de cadeia leve e
Tribody™S5 a concentracdes conhecidas, provenientes de um fed-batch A purificado. Em seguida,
foram utilizados trés anticorpos de deteccdo distintos, o anti-kappa light chain, que tem afinidade
para a cadeia leve, o anti-Fab, do qual ndo é conhecida a cadeia para a qual tem afinidade e o anti-
Fd que possui afinidade para a cadeia pesada do Fab. Apds incubadas, foi possivel detectar um sinal
mensuravel nos pogos das placas através da reaccdo de um substrato especifico com a enzima

fosfatase alcalina que permitiram posteriormente comparar as concentragfes obtidas pelo ensaio
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imunoenzimético com as concentragdes estimadas por cromatografia cationica. A figura 3.6 a seguir
esquematiza o ELISA realizado e os resultados obtidos estéo descritos na figura 3.7.
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Figura 3.6 — Representacdo esquematica de um ELISA indireto. 1) o antigénio é adicionado ao pogo. 2)
um tampéo de bloqueio preenche os espagos que ndo foram cobertos por antigénios. 3) o anticorpo
primario (Tribody™5) presente no meio de cultura liga-se ao antigénio. 4) um anticorpo secundario
conjugado com a enzima fosfatase alcalina (6) reconhece e liga-se ao anticorpo primario. 5) o substrato é

adicionado promovendo a formacao de cor e de um sinal mensuravel.
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Figura 3.7 — Concentracdes obtidas pelo ensaio de ELISA, com diferentes amostras e anticorpos de
detecgdo. Fed-batch A (FB A): concentragdo de Tribody™S5 presente no fed-batch A; Tribody™S5:
concentracdo de Tribody™S5 purificado do FB A; Cadeia leve: concentracdo de cadeia leve purificada de
FB A; Tribody™5+Cadeia leve: concentragdo de uma mistura de Tribody™S35 e cadeia leve (50:50),
ambas purificadas de FB A. A cinzento apresentam-se os valores de concentragdo teorica de Tribody™S5
estimadas por cromatografia.

Pela analise da figura e analisando o comportamento do anticorpo anti-kappa LC (barra laranja) é
possivel constatar que para além de detectar o Tribody™5, este anticorpo detecta também as

biomoléculas constituidas por cadeia leve. Este facto é notério na amostra do fed-batch A onde a
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concentragdo de proteina detectada € muito mais elevada do que a concentragdo teorica de
Tribody™S5 presente. Adicionalmente, ¢ também evidente nas restantes amostras que as
concentragdes estimadas de Tribody™S5 (barras a cinza) sdo sempre inferiores aquelas obtidas na
presenca do anticorpo de deteccdo anti-kappa LC. Tais observacOes, permitem desde j& concluir
que este anticorpo nao ¢ indicado para quantificar o Tribody™5 produzido uma vez que 0 mesmo
tem afinidade para outras biomoléculas. Quanto ao anticorpo anti-Fab (barra laranja-escura), no
comeco do ensaio, desconhecia-se em qual das cadeias do fragmento Fab 0 mesmo se ligaria. Ap6s
analisados os resultados concluiu-se que o anti-Fab liga a cadeia leve do Fab ou seja, ao
Tribody™S5 e aos dimeros/multimeros de cadeia leve presentes no meio. Esta concluséo é suportada
pelos resultados evidenciados na figura 3.7 na qual se observa um comportamento muito
semelhante entre o anticorpo anti-Fab e o anti-kappa LC. Uma vez que as concentragdes detectadas
por esse anticorpo sdo sempre mais elevada que as estimadas para os constituintes do fed-batch A,
conclui-se que este nao ¢ um anticorpo adequado para quantificar o Tribody™S5.

Finalmente, pela analise dos resultados obtidos com a utilizacdo de anti-Fd (barra laranja-clara)
como anticorpo de detecgdo, verifica-se que esse detectou uma concentragao de Tribody™5 no fed-
batch A muito semelhante a concentracao tedrica determinada por cromatografia. Adicionalmente, a
concentracdo de cadeia leve por ele detectada é praticamente nula o que suporta o facto de este
anticorpo se ligar apenas a cadeia pesada do fragmento Fab. Observando os resultados obtidos para
0 Tribody™S5 e para o Tribody™5+Cadeia leve é visivel que esses sdo também muito semelhantes a
concentracdo estimada de proteina desejada correspondente. Tais evidéncias, permitem assim
concluir que o anti-Fd é o anticorpo de detec¢do mais adequado para quantificar de forma correta o
Tribody™5 presente no meio de cultura das diferentes pools ou o produzido pelos clones
provenientes de dilui¢do limitante.

Com a escolha do anticorpo de deteccdo mais adequado a usar neste método tornou-se possivel
quantificar as diferentes amostras proveniente do processo de transfecgdo e seleccionar os
parametros que favorecem a producdo de maior quantidade de Tribody™sS5.

As amostras provenientes das transfeccfes transientes de HEK293F e CHO-S e as amostras
resultantes das quatro pools de células CHO-S estavelmente transfectadas foram analisadas por
ELISA. A andlise foi realizada em triplicado em diferentes alturas e de acordo com a curva padréo
correspondente a cada um dos ensaios. Na figura 3.8, a seguir, estdo descritas as concentragdes em
Tribody™S5 presentes nas diferentes pools de células provenientes dos dois métodos de transfecgdo

realizados a diferentes réacios de cadeia leve e pesada.
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Figura 3.8 — Representacdo grafica da concentracao de Tribody™5 atendendo ao récio de cadeia leve e
pesada transfectada. (1) concentragdo presente nas culturas transientes de HEK293F e CHO-S; (2)

concentracao presente nas culturas estaveis de CHO-S.

Pela analise dos graficos anteriores, e analisando os resultados obtidos nas transfec¢des transientes é
possivel concluir que independentemente do racio de vetores de expressdo transfectados as células
FreeStyle™HEK?293 produzem uma concentragdo mais elevada de proteina-alvo comparativamente
as CHO-S. Quanto aos récios estudados, aqueles que permitem obter uma concentracdo mais
elevada de Tribody™S5 sdo o de 50L:50H seguido de 25L:75H.

Segundo Schlatter et al. 2005, a grande maioria dos sistemas de expressdo para proteinas
recombinantes utilizam uma proporcdo equimolar de cadeia leve e pesada codificada por um ou
dois plasmideos. No entanto, ndo existem evidéncias de que esse é 0 racio 6ptimo para producao de
proteinas recombinantes de forma transiente ou estavel.

No artigo publicado por Schliatter et al. 2005, é realizado um estudo utilizando uma linha celular de
CHO a qual é transfectada com dois plasmideos a diferentes racios com o objetivo de compreender
qual a propor¢do dptima para produzir um determinado anticorpo. Os resultados obtidos indicaram
que as propor¢des que permitem maior producdo do anticorpo em estado transiente e em células
CHO sdo o de 40L:60H seguido de 50L:50H. Estas propor¢des sdo muito semelhantes as obtidas
neste trabalho, no entanto, para uma maior proximidade dos resultados teéricos aos revelados no
artigo poderiam ser futuramente estudados mais racios dentro do intervalo de 25L:75H e 50L:50H.
Ainda assim, os resultados obtidos da anélise das amostras por ELISA presentes na figura 3.8(1)

vao de encontro aos descritos na literatura.

Quanto a transfeccdo estavel realizada em CHO-S o racio de plasmideos que se mostrou mais
eficiente permitindo uma producdo mais elevada de Tribody™5 foi o de 10L:90H seguido de

50L:50H. Como referido anteriormente, este ensaio foi realizado com o intuito de estudar e
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compreender a influéncia do nimero de copias de cadeia leve presentes na célula na formacéo de
Tribody™S5 e respetivos agregados. Assim, a0 aumentar-se 0 nimero de copias de cadeia pesada
face a cadeia leve poderia reduzir-se a quantidade de moléculas de cadeia leve excretadas para o
meio de cultura. Uma vez que a cinética de producao de cadeia leve e pesada é desconhecida e que
apenas a cadeia leve é excretada para o meio de cultura e quantificada, este estudo pretendia
minimizar a quantidade de cadeia leve livre e consequentemente aumentar a proporgdo de
Tribody™S5 produzida. Para tal, teve-se como objectivo apurar se o aumento do nimero de copias
de cadeia pesada face a cadeia leve levaria ao aumento da produgdo de Tribody™S5 a qual poderia
estar limitada pela cinética de sintese da cadeia pesada. Verificou-se que o aumento da propor¢do
do vetor que codifica para a cadeia pesada face ao vetor da cadeia leve levou ao aumento da
concentragdo de Tribody™S35 sendo que a sua producdo com um racio de 10L:90H duplicou quando
comparado com o produzido a um réacio de 50L:50H, rotineiramente utilizado em processos de
transfeccdo. Este resultado, mostra que na transfecgdo estavel a cadeia pesada era limitante o que
consequentemente provocaria uma limitagdo na formagao de Tribody™5. Ao aumentar o numero de
copias da cadeia pesada aumentou-se a propor¢ao de Tribody™S5 produzido e diminuiu-se a

probabilidade da cadeia leve sair livre para 0 meio.

3.4.4.2 Cromatografia de afinidade por proteina L

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, a pressdes elevadas, permite o0 uso de particulas de
pequeno didmetro na fase estacionaria, possibilitando uma separagdo eficiente dos diferentes
componentes da amostra. Este tipo de separagdo, propicia o uso de colunas menores, volumes de
amostra na gama dos pl, menos gastos de fase moével e ainda uma analise mais rapida num curto
espaco de tempo. Para a captura da proteina desejada, através do método de HPLC (do inglés, High
Performance Liquid Cromatography), recorreu-se ao uso de uma coluna de afinidade com proteina
L, a qual interage com uma por¢do especifica do anticorpo, a cadeia leve, ou seja, para além do
anticorpo desejado também os dimeros/multimeros de cadeia leve tém afinidade com a resina.

Durante o desenvolvimento deste método foram testados diferentes tampdes de equilibrio e eluicdo,
de forma a compreender qual a combinacdo de ambos mais adequada para separar a proteina com o
maior rendimento possivel. Trés dos tampdes eram ja indicados pelo fornecedor da coluna, entre os
quais, o tampéao de equilibrio 0,05M fosfato com 0,15M NaCl a pH7, e os tamp®es de eluicdo 0,1%
HCI com 0,15M NaCl e 0,1M Glicina a pH2. Os restantes, foram definidos tendo em conta os
seguintes parametros descritos no manual da coluna: i) o tampédo de equilibrio deveria ter um pH

entre 6 a 8, concentracdo de NaCl entre 0,1 e 0,2M e 10 a 50mM de tampéo fosfato ou tris; ii) o
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tampéo de eluigdo deveria ter um pH entre 2 a 3,5, concentracdo de fosfato, glicina, acido acético
ou HCI de 2 a 100mM e cerca de 150mM de cloreto de sodio.

Atendendo a essas especificacdes, o tampdo de equilibrio 0,05M fostato com 0,15M NaCl a pH7,
foi testado com os tampdes de eluicdo inicialmente referidos e adicionalmente com 0,1M de &cido
acético e 0,1M fosfato com 0,15M NaCl a pH2. Assim, foi possivel observar o comportamento dos
diferentes tamp0es de elui¢cdo a mesma concentracdo e a pH semelhante (1 a 2) sendo que alguns
continham também sal. Apds testadas as varias combinagdes, foram analisados 0s respetivos
cromatogramas representados na figura seguinte tendo-se em consideracao a altura e simetria do

pico, normalmente definidas pelo tampao de elui¢do, na sele¢do da combinagdo mais adequada.

) Ty 9

Figura 3.9 — Cromatogramas obtidos ap6s andlise da combinacdo do tampdo de equilibrio 0,1M de
fosfato com 0,15M NaCl a pH7 com os respectivos tampdes de eluicdo numa coluna com proteina L. a)
0,1%HCI com 0,15M NaCl; b) 0,1M fosfato com 0,15M NaCl a pH2; c) 0,1M glicina a pH2; d) 0,1M

acido acético.

Comparando os quatro cromatogramas verifica-se que as representacGes a) e d) originaram picos
relativamente largos ou assimétricos e o pico c¢) revelou uma linha de base um pouco instavel o que
ndo é desejavel uma vez que estes comportamentos podem dar origem a dificuldades na
quantificagdo, perda de resolucdo cromatogréfica, ou ainda dificuldade no reconhecimento da
separacao. Considerando-se o pico b), o melhor entre os anteriores, e de forma a testar tamp&es que
seguissem as especificagdes indicadas pelo fornecedor, realizou-se um segundo ensaio no qual se
usou o mesmo tampdo de equilibrio e o tampdo de eluigdo 0,1M fosfato com 0,15M NaCl

alterando-se o seu pH para 3,5.

Figura 3.10 — Cromatograma resultante da combinacgéo do tampao de equilibrio 0,1M fosfato com 0,15M
NaCl a pH7 e do tamp&o de elui¢do 0,1M fosfato com 0,15M NaCl a pH3,5.
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Analisando o pico da figura 3.10 e tendo em conta o que foi referido acima, este tampédo de eluicao
ndo é adequado para ser utilizado neste método pois origina um pico assimétrico e largo. Obtidos
estes resultados, conclui-se que o tampéo de elui¢cdo mais adequado para ser usado neste método € o
0,1M fosfato com 0,15M NaCl a pH2.

Depois de selecionado o tampédo de eluicdo, fez-se variar o tampéao de equilibrio, responsavel por
manter a proteina estavel no interior da coluna e ndo interferir com a sua eluicdo. Uma vez que o
tampdo fostafo se mostrou eficaz no teste anterior, e atendendo as indicacBes dadas pelo fornecedor
definiram-se os seguintes tampdes de equilibrio, 0,05M fosfato com 0,15M NaCl a pH8, 0,02M
fosfato com 0,15M NaCl a pH7 e tampdo Tris a 0,05M com 0,15M NaCl a pH8. Os cromatogramas
obtidos pela combinacdo dos tampdes de equilibrio referidos acima e o tampdo de eluicdo

encontram-se na figura 3.11.

d) ‘ - e) 1)

Figura 3.11 — Cromatogramas obtidos pela combinacdo de diferentes tampdes de equilibrio com o
tampao de elui¢do 0,1M fosfato com 0,15M NaCl a pH2. d) 0,05M fosfato com 0,15M NaCl a pHS8; e)
0,02M fosfato com 0,15M NaCl a pH 7; f) Tris com 0,05M NaCl a pH8.

Ao examinar 0s cromatogramas acima representados é visivel que em relagdo aos restantes, o pico
€) apresenta uma peguena cauda, no entanto, todos eles inclusivé o pico b) da figura 3.9 evidenciam
uma estrutura estreita e simétrica tendendo a um perfil gaussiano. Para selecionar entre esses qual o
melhor a ser usado neste método, teve-se em conta a altura do pico e a estabilidade da sua linha de
base. Visto que a indicacdo do fornecedor para o tampdo de equilibrio foi o 0,05M fosfato com
0,15M NaCl a pH7 e a diferenca entre os picos nao é significativa, concluiu-se que os tampdes mais
adequados a usar sdo o tampdo de eluicdo 0,1M fosfato com 0,15M NaCl a pH2 e o tampé&o de
equilibrio 0,05M fosfato com 0,15M NaCl a pH7.

Em seguida, amostras de Tribody™S5 caraterizado a diferentes concentracdes foram injetadas no
cromatografo do qual se obtiveram diferentes picos com determinada area. Para cada concentracéo

a analise foi realizada em triplicado garantindo a reprodutibilidade do método e uma curva de
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calibragdo foi estabelecida pela representacdo da area do pico em fungdo da concentracdo da
amostra. No anexo Ill encontra-se a tabela e respetiva curva de calibracdo obtidas, na qual se
evidenciam os valores obtidos para as diferentes concentragdes.

Conhecida a equagdo que representa o ajuste linear dos pontos, tornou-se possivel calcular a
concentragdo em proteina total de uma determinada amostra através da &rea do pico obtido apds a
sua anélise por cromatografia de afinidade por proteina L analitica.

3.4.5 Producao do Tribody™S5 a partir das pools geradas

As pools obtidas apés selecgdo, foram cultivadas em shake flask por 12 dias de modo a aferir a
guantidade e qualidade de Tribody™5 produzido e qual a mais produtiva. Uma vez que o
Tribody™5 produzido é excretado para 0 meio de cultivo a fraccdo de sobrenadante foi obtida e
analisada recorrendo aos métodos analiticos desenvolvidos anteriormente. Os varios sobrenadantes
obtidos das culturas transientes foram também recolhidos e com base na linha celular a que
correspondiam foram misturados no intuito de se obter material suficiente para a analise de
actividade. Todas as amostras obtidas foram posteriormente purificadas por cromatografia cationica
de modo a calcular a propor¢do de Tribody™S5 face &s restantes biomoléculas existentes e
analisadas por SDS-PAGE.

3.4.5.1 Analise através dos métodos analiticos desenvolvidos

Apo6s desenvolvimento dos métodos analiticos ELISA e cromatografia de afinidade por proteina L,
as amostras resultantes do processo de transfeccdo/seleccdo foram analisadas, e a quantidade de
Tribody™S5 produzido face a quantidade total de proteina presente no sobrenadante foi aferida. Esta
analise, permitiu obter uma estimativa inicial de qual a percentagem de Tribody™35 presente em
cada amostra e estabelecer um ranking inicial.

Na tabela 3.1, a seguir, encontram-se os valores obtidos para as producdes em fed-batch (FB) e
transiente (TT) por ambos os métodos analiticos. Através do método de ELISA, realizado em
duplicado, estimou-se a concentracdo de Tribody™5 presente na amostra e pelo método de
cromatografia de afinidade por proteina L analitica determinou-se a quantidade de proteina total na

amostra, a qual corresponde a todas as biomoléculas constituidas por pelo menos uma cadeia leve.
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Tabela 3.1 — % de Tribody™5 obtido para as varias amostras apos analise pelos métodos analiticos

desenvolvidos.

ELISA 1 (mg/l) | ELISA 2 (mg/l) | Proteina L Anal. (mg/l) | %Tribody™5
FB1 (50L:50H) 6,88 6,53 61,5 11%
FB2 (25L:75H) 5,29 5,52 24,1 22-23%
FB3 (75L:25H) 1,75 2,63 75,3 2-4%
FB4 (10L:90H) 10,95 12,61 60,5 18-21%
TT HEK 293F 6,64 6,48 7,89 82-84%
TT CHO-S 4,01 3,97 5,72 69-70%

Por observacdo destes resultados, e analisando separadamente os obtidos para fed-batch e para
transiente, é notorio que o FB4 é aquele que produz maior quantidade de Tribody™5 (em média
11,8 mg/l). Neste e no FB2 foram obtidas as maiores propor¢des de Tribody™S5 face & proteina
recombinante produzida. Como discutido anteriormente (sec¢do 3.4.4.1) o aumento do nimero de
copias de cadeia pesada em transfecgdo estavel, potenciou a ligacdo da cadeia leve e pesada para a
producdo de Tribody™5 diminuindo-se a quantidade de cOpias de cadeia leve a ser excretada da
célula.

Por sua vez, entre as culturas de estado transiente, 0 sistema que produziu maior quantidade de
proteina desejada e se mostrou como o mais eficiente foi o TT HEK293F (em média 6,56 mg/l).
Este resultado vai de encontro as expectativas iniciais tendo em conta que as células HEK293F séao

as mais utilizadas em processos de producdo em estado transiente (Rajendra et al. 2015).

3.4.5.1 Purificagdo do Tribody™5

As amostras de sobrenadante, respetivas a cada um dos fed-batch e culturas transientes, foram
inicialmente purificadas por cromatografia de afinidade através da sua injecdo numa coluna
preparativa com proteina L. Apds recuperado o material proteico que aderiu a coluna, as fraccdes
nas quais existiria Tribody™5 foram recolhidas e analisadas por cromatografia de excluséo
molecular analitica. Visto que esta técnica de purificacdo ndo permite determinar a fraccdo de
Tribody™5 apenas, sO é possivel determinar a % de proteina com 100 kDa entre as quais esta

contida a proteina-alvo. Os valores obtidos estdo descritos na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Resultados obtidos pela andlise das fraccGes recolhidas dos fed-batch e transientes por SEC,

apos purificacdo por proteina L preparativa.

Proteina total (mg/l) Proteina com 100 kDa %Proteina com 100

(mg/l) kDa

FB1 (50L:50H) 15,4 2,5 16%
FB2 (25L:75H) 7,6 2,3 30%
FB3 (75L:25H) 21,7 2,8 13%
FB4 (10L:90H) 13,2 6,0 45%
TT HEK 293F 7,6 3,4 45%
TT CHO-S 3,6 15 42%

Analisando os resultados, é possivel verificar que a quantidade de proteina com um peso molecular
de 100 kDa, encontrada na amostra é muito baixa quando comparada com a quantidade de proteina
total presente. Além disso, e recordando o que foi referido anteriormente, a quantidade de proteina
com 100 kDa indicada na tabela pode nao ser na sua totalidade Tribody™S5, uma vez que existem
outras moléculas que podem igualmente exibir esse peso molecular como é o caso dos dimeros de
cadeia leve os quais também possuem afinidade para a coluna de proteina L. Comparando também a
concentracdo de proteina total obtida a partir de cromatografia por proteina L analitica e preparativa
é evidente que nesta Gltima ocorreu uma perda consideravel de material.

Na por¢do identificada como proteina total para além de estar contida a fraccdo de moléculas com
um peso de 100 kDa, estdo também implicitas as biomoléculas com um peso molecular de 50 kDa
no qual se incluem as cadeias leves livres e ainda as proteinas com um peso molecular de
aproximadamente 200 kDa, correspondente aos agregados de Tribody™5,. Dado que o objectivo
seria obter a proteina de interesse separada e livre das restantes impurezas, a fraccdo identificada
como sendo uma mistura de proteinas com 100 kDa foi recolhida e submetida a um segundo passo
de purificagéo.

De acordo com os resultados presentes na tabela 3.1 sdo os FB2 e FB4 que permitem obter um
rendimento mais elevado em Tribody™S5, sendo 0 FB4 aquele que detém uma maior concentracao
de proteina-alvo produzida tendo por isso sido escolhido como a pool mais produtiva. Este
resultado é concordante com os resultados obtidos apo6s purificacdo do Tribody™5 descritos na
tabela 3.2, no entanto, devido as perdas no processo de purificacdo o Tribody™S5 ndo foi totalmente
recuperado. Por este se tratar de um processo de purificacdo que ainda ndo se encontra optimizado

obtiveram-se rendimentos de cerca 30%. Apesar disso, a optimizagcdo do método ndo se encontra no
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ambito deste estudo, tendo-se como Unico objectivo a obtencdo de material puro para a realizacdo
de um ensaio de atividade.

Apos a purificagdo por proteina L preparativa, ocorreram significativas perdas de material (cerca de
70-80%) como se verifica pela comparacao dos resultados em proteina total descritos na tabela 3.1 e
3.2, 0 que resultou numa fracgéo de interesse muito baixa para ser injetada numa coluna catidnica
preparativa. Assim, houve necessidade de realizar uma concentragdo do produto e utilizar uma
coluna de cromatografia catidnica analitica para a purificacdo final. Para verificar os efeitos dessa
operacdo unitaria na quantidade de proteina-alvo final obtida utilizou-se o FB1 como amostra de
teste, tendo-se constatado que este procedimento permite a obtencdo de uma amostra pura em
quantidade suficiente para a analise de atividade e caraterizagdo final do produto. Este processo foi
depois realizado para o FB4 e amostras transientes. Os resultados obtidos encontram-se na tabela
3.3.

Tabela 3.3 — Resultados obtidos pela analise das fraccdes recolhidas dos fed-batch e transientes por SEC,

apos purificacdo por proteina L preparativa e cromatografia cationica analitica.

Cromatografia por proteina L Cromatografia catidnica
preparativa analitica
Proteina total (mg/l) Tribody™S5 (mg/l) % Tribody™5
FB1 (50L:50H) 15,4 1,0 11%
FB4 (10L:90H) 13,2 2,7 21%
TT HEK 293F 7,6 1,3 17%
TT CHO-S 3,6 0,6 18%

Por observacdo da tabela 3.3, é possivel verificar que no caso dos fed-batch os resultados obtidos
apos o processo de purificacdo estdo de acordo com os resultados obtidos na analise analitica das
amostras provenientes do meio de cultura. A utilizacdo de um racio de 10L:90H comparativamente
a um récio de 50L:50H permitiu aumentar a propor¢do de Tribody™5 na quantidade de proteina
recuperada por proteina L de 11% para 21% conforme tinha sido previsto pelos métodos analiticos
(tabela 3.1). Dessa forma, os resultados obtidos apds purificacdo permitiram validar os métodos
analiticos desenvolvidos.

No caso das culturas transientes, a percentagem de Tribody™5 obtida ap6s a purificacdo das
amostras do meio de cultivo foi inferior a estimada pelos métodos analiticos. Uma vez que as

amostras TT HEK293F e TT CHO-S resultam da juncdo das varias amostras a diferentes racios de
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vetores, a analise de rendimento do processo e compara¢do com o0s resultados obtidos nos métodos
analiticos ndo p6de ser efetuada.

3.4.6 Analise do Tribody™S5 purificado por SDS-PAGE

O produto obtido apéds purificacdo por cromatografia cationica foi analisado por SDS-PAGE, uma
técnica caraterizada pela aplicacdo de um campo elétrico que promove a migracdo das proteinas
dependendo da sua dimensdo, forma e carga. De tal forma foi possivel verificar se as amostras
obtidas se tratavam realmente do Tribody™S5. Foi usada uma amostra de Tribody™S5 caraterizado
(2 mg/ml) a qual serviu como padrdo para as restantes. Na figura 3.12 a seguir, encontra-se
representado o gel obtido apds ter sido submetido ao ensaio e a respetiva legenda das diferentes
bandas.

1 2 3 uss

100 kDa —>

-~

.

Figura 3.12 — Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). 1) marcador molecular
(kDa); 2) amostra de Tribody™35 humanizado e caraterizado; 3) amostra resultante da purificagdo do
fed-batch 4; 4) amostra purificada da cultura transiente de HEK293F; 5) amostra purificada da cultura
transiente de CHO-S.

Nas amostras 3, 4 e 5 é possivel observar diferentes bandas nas quais a mais demarcada coincide
com o peso de 100 kDa o que indica a presenca de Tribody™35 no material purificado. As restantes
bandas menos evidentes e menos coradas indicam a presenca de biomoléculas com um peso
molecular mais elevado o que pode sugerir a presenga de alguns agregados de Tribody™S5 na

amostra ou outras impurezas.
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3.4.7 Avaliacao da eficiéncia do Tribody™S5 produzido

A citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos trata-se de um mecanismo de
defesa mediada por anticorpos especificos, na qual células do sistema imunitario provocam a lise de
uma célula-alvo. O Tribody™5 produzido pelas culturas transientes e pela pool selecionada como a
mais produtiva e com maior qualidade, foi testado num ensaio citotoxico em que a actividade do
Tribody™5 foi determinada, quando este se encontra numa solugdo com células-alvo (células
tumorais) e células T humanas. Para melhor compreender o impacto da linha celular na actividade
da proteina produzida, o valor da concentracdo a qual o anticorpo induz 50% do seu do efeito
maximo (EC50) foi determinada. Na figura 3.13, apresentam-se as diferentes curvas dose-resposta
obtidas para as diferentes amostras testadas.
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Figura 3.13 — Curva dose-resposta obtida na utilizacdo de Tribody™5 sobre células-alvo de
mesotelioma. Efeito do aumento da concentragdo do anticorpo sobre a citotoxicidade desse as células-

alvo.

Numa primeira avaliacdo observa-se que em todos os casos, com 0 aumento da concentracdo de
anticorpo presente no meio de cultura, maior é a sua citotoxicidade especifica sobre as células
tumorais. Pela analise mais detalhada das curvas, os valores de EC50 obtidos foram de 5,8+1,5 pM,
2,7+0,8 pM, 3,0+0,5 pM e 4,7+1,2 pM para o Tribody™S5 (controlo positivo), fed-batch 4, TT CHO
e TT HEK respetivamente.

Pela interpretacdo dos valores anteriores, € a amostra de anticorpo caraterizado (controlo positivo)

aquele que detém um valor mais elevado o que indica a necessidade de uma concentragdo mais
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elevada para induzir 50% do seu efeito sobre as células-alvo. Por outro, aquele que possui um valor
de EC50 menor é o fed-batch 4 logo a concentragdo de anticorpo necessaria para induzir metade do
efeito € menor. Ainda assim, todos os valores se encontram dentro do erro experimental, 0 que
indica que os resultados obtidos foram concordantes ¢ o Tribody™5 mantém a sua actividade anti-

tumoral esperada independentemente da linha celular animal utilizada ou transfecgéo realizada.
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4 Conclusoes

Através do estudo de morte levado a cabo para ambas as linhas celulares, concluiu-se que as
concentracdes de zeocina e neomicina mais adequadas a usar durante a pressdo seletiva séo
respetivamente 50 pg/ml e 20 pg/ml. Todavia, apds transfectadas e quando sujeitas as
concentracdes anteriores as células FreeStyle™HEK?293 morreram enquanto as células CHO-S néo
foram suficientemente selecionadas tendo-se por isso aumentado a concentracdo de zeocina para o
dobro. No fim do ensaio, as células CHO-S foram transfectadas e selecionadas correctamente
enguanto que para as células HEK293F (e apos testadas diferentes hipoteses) se concluiu que o
protocolo utilizado ndo é adequado promovendo a sua morte.

O desenvolvimento de dois métodos analiticos, ELISA e cromatografia de afinidade, permitiu
quantificar o Tribody™S35 isoladamente ¢ conjuntamente com agregados de cadeia leve, permitindo
determinar a propor¢ao de Tribody™35 na amostra de proteina recombinante. O desenvolvimento do
método de cromatografia de afinidade por proteina L permitiu determinar a melhor combinacéo de
tampOes de eluicdo e equilibrio a usar neste método e ainda obter uma equagdo que permite
determinar a concentracdo de biomoléculas constituidas por cadeia leve presentes nas amostras a
analisar. Por sua vez, o método de ELISA desenvolvido, por se basear na ligacdo ao epitopo 5T4
que se encontra na cadeia leve do Tribody™S5 e ser detectado com o anticorpo Anti-Fd, o qual
detecta a cadeia pesada do fragmento Fab, evita a interferéncia dos dimeros/multimeros de cadeia
leve presentes na amostra. Este método provou ser preciso para quantificar a concentracdo de
Tribody™S5 diretamente de uma amostra de meio de cultivo.

Analisando por ELISA as amostras provenientes das pools transfectadas estavelmente e
transientemente, verificou-se que a transfeccdo com diferentes proporcdes dos vetores altera ndo so
a quantidade total de proteina produzida como a proporg¢do de Tribody™S5. Na pool transfectada
transientemente a propor¢ao S0L:50H permitiu obter a concentracdo mais alta de Tribody™5 em
ambas as linhas celulares testadas, 11,0 mg/l no caso das HEK293F e 5,3 mg/l no caso das CHO-S.
Por outro lado, a utilizacdo de uma proporcdo de 10L:90H na transfeccdo estavel das células CHO-
S permitiu aumentar em cerca de o dobro a concentragcdo de Tribody™5 (11,8 mg/l) face a
concentracgdo obtida pela proporcéo de 50L:50H (6,7 mg/l).

A percentagem de Tribody™S5 obtida apos purificagdo dos sobrenadantes resultantes das pools
estaveis foi igual a estimada pelos métodos analiticos o que valida os métodos desenvolvidos e
apesar de terem existido perdas ao longo do processo de purificacdo essas foram proporcionais na

quantidade de Tribody™S5 e de proteina total. O rendimento obtido em Tribody™35 apos purificagdo
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foi de 11% para o FB1 e 21% para o FB4, sendo este tltimo o fed-batch mais produtivo entre os
restantes.

Através da analise de actividade do Tribody™S5 purificado, verificou-se que independentemente do
tipo de transfecgdo aplicada ou linha celular, a actividade obtida para os anticorpos das diferentes

amostras estudadas foi muito semelhante a de uma amostra caraterizada de Tribody™S35.

4.1 Objectivos Realizados

A pesquisa efetuada ao longo deste trabalho permitiu a compilagdo de diversos conhecimentos,
nomeadamente, métodos de transfecgdo e processo de seleccdo de células animais, assim como a
compreensdo da necessidade de avaliagdo das pools numa primeira etapa evitando a escolha e
purificacdo de culturas com baixa produgdo em Tribody™S5.

Um dos resultados alcancados na realizagdo deste trabalho foi a optimizacdo do formato de cultura
durante a realizacdo de estudos de morte e crescimento, através do uso de spin tubes, permitindo
uma reducdo de cerca de 80% no volume de meio de cultura necessario e consequentemente da
quantidade de antibiéticos. A realizacdo deste projeto permitiu também o desenvolvimento de um
ELISA de quantificacdo de Tribody™5 isoladamente e sem a interferéncia das moléculas de cadeia
livre, a partir de amostras diretamente provenientes do meio de cultivo. Este desenvolvimento
permitird a empresa acompanhar o processo de producédo e purificagdo do anticorpo ao longo do
tempo, assim como evitard os varios passos de purificacdo das amostras para quantificar a
quantidade de Tribody™S5 produzida. Além disso, a quantidade de amostra necessaria para 0 ELISA
¢ minima o que permitira a producdo de proteina numa escala reduzida. Foi igualmente
desenvolvido uma cromatografia de afinidade por proteina L a qual permite a empresa estimar a
concentragdo de biomoléculas constituidas por cadeia leve presentes na amostra de forma a
determinar o rendimento em Tribody™S5.

Foi ainda avaliada a actividade da proteina de interesse produzida pelas diferentes linhas celulares
animais nos quais o racio de cadeia leve e pesada eram distintos permitindo assim observar o
comportamento da proteina aquando da variacdo desses parametros. O estudo da variagcdo na
estequiometria dos plasmideos usados fornecera a empresa nova informacdo sobre qual a melhor
proporcdo de vetores a usar dependendo do tipo de transfeccdo realizada. Além disso, permitiu

verificar que independentemente da linha celular utilizada a proteina manteve a sua actividade.
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4.2 LimitacOes e Trabalho Futuro

Durante este projecto, ndo foi possivel criar uma linha estavel em FreeStyle™HEK?293, o que
tornou inexequivel realizar qualquer tipo de conclusdo acerca da influéncia do uso dessa linha
celular na producdo estavel de proteina de interesse.

De tal forma, seria de grande interesse variar alguns pardmetros de transfeccdo e seleccdo de forma
a estudar o efeito desses sobre as células. Propbe-se a mudanca dos vetores de expressdo, uma vez
gue os utilizados neste trabalho eram caraterizados por uma estrutura muito simples, bem como a
variagdo da quantidade de DNA e respetivos tempos de incubagdo usados durante a transfecgdo de
uma linha estavel de HEK293F.

A realizacdo de ensaios com diferentes antibioticos, mais especificos e adequados para as linhas
celulares animais usadas, seria interessante de forma a observar-se a ac¢do desses agentes nas
células visto que o tipo de antibidtico a usar depende da linha celular utilizada e de certa forma os
antibioticos usados durante o processo de seleccdo e respetivas concentragfes podem ter estado na
origem da morte celular.

Propbe-se também a realizacdo dos ensaios em volumes de meio mais elevados permitindo uma
purificagdo do Tribody™5 mais eficiente e com menores perdas ou necessidade de concentragéo do
produto.

4.3 Apreciacao Final

O trabalho desenvolvido ao longo desta dissertagdo permitiu adquirir conhecimentos importantes e
mais aprofundados quer sobre praticas laboratoriais em especifico quer sobre conceitos tedricos
essenciais a sua realizacao.

Quanto ao trabalho desenvolvido em laboratério, a oportunidade de trabalhar em diferentes
departamentos, nomeadamente de cultura de células animais, de analitica e ainda de purificacéo,
permitiu a aquisicdo de conhecimentos praticos e tedricos acerca de cultura de células animais,
ensaios analiticos e cromatograficos, que possibilitaram a quantificacdo e avaliacdo da pureza e
qualidade do produto.

Adicionalmente, e sendo este trabalho inserido na &rea da biotecnologia, foi possivel experienciar
num meio empresarial, as tecnologias envolvidas na producéo de anticorpos, aplicar conhecimentos

e compreender quais as necessidades e contribuices da biotecnologia nos dias de hoje.
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Anexo | — Vetores de expresséao utilizados

Figura I.1 — Representacao do plasmideo pBiol-Neo.
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Figura 1.2 — Representacéo do plasmideo pBio2-Zeo.
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Anexo Il — Determinacdo da concentracao de antibiotico 6ptima

a usar na fase de seleccao

Tabela 1.1 — Valores obtidos para a taxa especifica de morte em h! atendendo a concentragéo de
zeocina em pg/ml administrada as células HEK293F.

conc. antibiético (ug/ml) 0 50 100 200 400
ka (hh) 0 0,007 0,010 0,013 0,015

Tabela 11.2 — Valores obtidos para a taxa especifica de morte em h? atendendo a concentragédo de
zeocina em pg/ml administrada as células CHO-S.

conc. antibiotico (ng/ml) 0 50 100 200 400
ka (h) 0 0,011 0,019 0,023 0,026

Tabela 11.3 — Valores obtidos para a taxa de inibicdo de crescimento (%) em funcdo da concentracdo de
neomicina administrada as células HEK293F.

Taxa especifica de Taxa de inibicéo de

Cone. Neomicina (jig/mi) crescimento, p (h?) PDT(dias) crescimento (%)
0 0,026 1,10 0
20 0,023 1,24 11
30 0,020 1,47 25
40 0,015 1,98 44
50 0,012 2,48 56
100 0,012 2,39 54

Tabela 11.4 — Valores obtidos para a taxa de inibicdo de crescimento (%) em funcéo da concentracdo de
neomicina administrada as células CHO-S.

Taxa especifica de Taxa de inibicdo de

S, Neomitine (e} crescimento, p (h?) PDT(dias) crescimento (%)
0 0,031 0,93 0
20 0,020 1,44 35
30 0,014 2,06 55
40 0,011 2,63 65

50 0,002 16,99 95
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Anexo Ill1 — Desenvolvimento do método de cromatografia de

afinidade por proteina L para quantificacio do Tribody™S5

produzido

Tabela 111.1 — Média e desvio padrdo das areas dos picos obtidos por cromatografia de afinidade por

proteina L em funcdo da concentracdo de Tribody™ caraterizado analisado.

Concentragdo =~ Areal Area 2 Area 3 Medi
édia
(mg/ml) (mAU*min) (MAu*min) (MAu*min)
0,04 2,0 2,0 19 19
0,2 10,8 10,1 9,9 10,2
0,3 15,2 15,3 15,3 15,2
0,4 20,2 20,1 21,0 20,4
0,6 29,7 30,1 29,6 29,8
35,0
30,0
— 250
£ 20,0
=
<
£ 150
5
< 10,0
5,0
0,0
000 010 020 030 040

Concentracdo (mg/ml)

Desvio
Padréao
0,1
0,5

0,0
0,5
0,2

Erro

%
3,0
4,6
0,2
2,4
0.8

R?=0,9987

0,50

0,60

Backcalc = Recuperagéo

0,035 88,4
0,2 100,9
0,3 100,7
0,4 101,6
0,6 99,1

y =49,855x+0,1864

0,70

Figura 1.1 — Curva de calibracdo obtida pela representacdo da area dos picos em funcdo da

concentracao de amostra de Tribody™ caraterizada utilizada.



