
ipen 
AUTARQUIA ASSOCIADA À UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

EXPRESSÃO DE ENDOSTATINA MURINA RECOMBINANTE 

EM CÉLULAS DE OVARIO DE 

HAMSTER CHINÊS 

ROSA MARIA CHURA CHAMBI 

Dissertação apresentada como parte 
dos requisitos para obtenção do Grau 
de Mestre em Ciências na Área de 
Tecnologia Nuclear-Aplicações. 

Orientadora: 
Dra. Ligia Ely Morganti Ferreira Dias 

São Paulo 
2004 



INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGÉTICAS E NUCLEARES 
Autarquia associada à Universidade de São Paulo 

EXPRESSÃO DE ENDOSTATINA MURINA RECOMBINANTE 
EM CÉLULAS DE OVÁRIO DE HAMSTER CHINÊS 

ROSA MARIA CHURA CHAMBI 

Dissertação apresentada como parte 
dos requisitos para obtenção do Grau 
de Mestre em Ciências na Área de 
Tecnologia Nuclear - Aplicações. 

Orientadora: 

Dra. Ligia Ely Morganti Ferreira Dias 

"Exemplar revisado pelo autor" 

São Paulo 
2004 

CCMSSÂO WCmSL E^RteiA NtJCŒAR/SF-fFEN 



Dedico esse trabalho 

Aos meus pais Gregoria Chambi 
e Ricardo Chura, apesar da 
distância sempre estão presentes 
no meu coração. 

Ao meu irmão Roberto Chura, pelo 
incentivo e apoio constante. 



AGRADECIMENTOS 

À Dra. Lígia Ely Morganti Ferreira Dias pela orientação e apoio na realização deste 

trabalho. 

À todos os colegas do Centro de Biologia Molecular do IPEN pelo auxílio e apoio. 

Ao Dr. Jay Fox (University of Virginia Charlottesville, E.U.A.) pela realização do 

seqüênciamento N-terminal. 

Ao Dr. Randall Kauffman (Howard Hughes Medical Institute, University of Michigan) 

pela doação do vetor de expressão utilizado no presente trabalho. 

Ao Centro de Toxicologia Aplicada (Instituto Butantan) pela realização da 

espectrometria de massa. 

Às amigas Antonia Medeiros, Débora Medeiros, Teresa Ferreira, Solange Lorenzetti, 

Katia Suzuki, Simone Alberigi, Magda Huarco e Lucy Zapata pela amizade sincera e 

pela colaboração em todo momento. 

À CAPES pela concessão da bolsa de mestrado. 

À FAPESP pela concessão dos recursos financeiros para realização deste projeto 

(Auxilio à Pesquisa Processo n° 00/04658-0), 

À todos que diretamente ou indiretamente colaboraram para a realização deste 

trabalho. 



EXPRESSÃO DE ENDOSTATINA MURINA RECOMBINANTE EM CÉLULAS DE 

OVÁRIO DE HAMSTER CHINÊS 

Rosa Maria Chura Chambi 

RESUMO 

A endostatina, um fragmento C-terminal do colágeno XVIII, tem mostrado 

atuar como um agente antianglogênico que inibe especificamente a proliferação de 

células endoteliais e o crescimento de vários tumores primários em camundongos. 

No presente estudo reportamos a expressão de endostatina murina e a proteína de 

fusão (his)6-met-endostatina em células de ovário de hámster chinês (CHO). O cDNA 

da endostatina murina foi clonado no vetor de expressão dicistrônico pED e inserido 

a 5' do gene do marcador gênico amplificável diidrofolato redutase (DHFR). Após 

transfecção dos vetores de expressão, concentrações crescentes de metotrexato 

(MTX) foram adicionadas ao meio de cultura, promovendo a amplificação gênica e 

incremento dos níveis de expressão das proteínas de interesse. O nível de 

expressão da endostatina nativa foi de 78 mg/L enquanto a expressão de (his)6-met-

endostatina foi de 114 mg/L, para os melhores clones. A caracterização físico-

química e atividade imunológica das proteínas foram realizadas utilizando SDS-

PAGE e Western blotting. A atividade biológica da endostatina recombinante foi 

testada pelo ensaio de proliferação celular usando células endoteliais de artéria de 

bezerro (C-PAE). Tanto a endostatina recombinante quanto a (his)6-met-endostatina 

inibiram, de modo dose-dependente, o crescimento das células C-PAE estimuladas 

pelo fator de crescimento vascular básico (bFGF). 



EXPRESSION OF RECOMBINANT MURINE ENDOSTATIN IN CHINESE 

HAMSTER OVARY CELLS 

Rosa Maria Chura Chambi 

ABSTRACT 

Endostatin, a carboxy-terminal fragment of collagen XVIII, has been shown 

to act as an anti-angiogenic agent, that specifically inhibits proliferation of endothelial 

cells and growth of various primary tumors. Here we describe the expression by 

Chinese hamster ovary (CHO) cells of murine endostatin and of a tagged fusion 

protein, (his)6-met-endostatin. A dicistronic mRNA-based plasmid expression vector 

was utilized in which endostatin cDNA was inserted upstream of the amplifiable 

marker gene, dihydrofolate reductase (DHFR). After transfection of the expression 

vectors, stepwise increments in methotrexate levels in the culture medium were 

applied, promoting gene amplification and increasing expression levels of the proteins 

of interest. The expression levels of secreted native endostatin was about 78 mg/L 

while the one for secreted (his)6-met-endostatin was about 114 mg/L, for the best 

expressing clones. Characterization of physico-chemical and immunological activities 

of the proteins were performed using SDS-PAGE and Western blotting. The biological 

activities of recombinant endostatins were tested with a cow pulmonary artery 

endothelial (C-PAE) cell proliferation assay. Both recombinant endostatin and (his)6-

met-endostatin inhibited, in a dose-dependent fashion, growth of C-PAE cells 

stimulated by basic fibroblast growth factor (bFGF). 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Angiogénese 

A angiogénese é um processo fisiológico definido como a formação de 

novos vasos a partir de vasos pré-existentes e é requerida nos ciclos reprodutivos 

femininos (ovulação, menstruação, gravidez) e na regeneração de órgãos e tecidos 

(30). 

Várias evidências sugerem que a angiogénese é essencial para o 

crescimento e sobrevivência de tumores sólidos e suas metástases (22, 33, 45, 54). 

Esta teoria originalmente formulada por Judah Folkman têm impulsionado 

dramaticamente o estudo da angiogénese na área oncológica nas últimas décadas. 

Em um estágio pré-vascular um tumor sólido raramente cresce mais do 

que 2 a 3 mm e pode conter alguns milhões de células. As células de tumores pré-

vasculares podem proliferar tão rapidamente quanto aquelas de um tumor em 

expansão, no entanto, a taxa de crescimento de células em tumores sem 

neovasculanzaçao fica em equilíbrio com a sua taxa de mortalidade. Uma vez que o 

tumor se torna vascularizado, ele cresce exponencialmente. A infiltração de novos 

vasos sangüíneos supre as células tumorais de oxigênio e nutrientes e remove os 

produtos de seu metabolismo (21). 

O aumento da população celular tumoral é precedido pela proliferação de 

novos capilares nas proximidade do tumor. A angiogénese pode facilitar a formação 

de metástases aumentando a saída de células tumorais do sítio primário e sua 

entrada na circulação sangüínea através destes capilares, que são mais permeáveis 

do que os vasos maduros normais (18, 30, 36). 

As células tumorais presentes num tumor primário produzem e liberam 

fatores angiogênicos nos tecidos próximos ao tumor. Estes fatores se ligam a 

receptores celulares específicos encontrados nas superfícies das células endoteliais 

e em conseqüência, formando novos vasos sangüíneos que vão levar nutrientes e 

oxigênio para o tumor. Geralmente a migração celular ocorre em direção ao local de 

ÍOmShQ m:iOmi DE E ^ n & : . N Ü C L L A R / S P - Í P E ? , 



origem das moléculas angiogênicas e as formações destes vasos são remodeladas 

progressivamente para suprir as necessidades fisiológicas locais (10). Os fatores 

pró-anglogênicos mais conhecidos são o fator de crescimento de fibroblastos (forma 

ácida ou aFGF e forma básica ou bFGF) (38, 33, 55) e o fator de crescimento de 

célula endotelial (VEGF) (5, 45), os quais apresentam ação mitogênica sobre as 

células endoteliais. Tanto o VEGF quanto bFGF apresentam expressão aumentada 

em células de vários tipos de tumores (46). A hipoxia das células tumorais leva a um 

aumento de expressão de VEGF (76). Estas duas famílias de fatores angiogênicos 

podem promover a neovasculanzaçao de uma maneira sinergística (61). Entre outros 

reguladores positivos de angiogénese estão a angiotropina, angiogenina, o fator de 

crescimento epidérmico, citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral 

a (TNF-a), fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e proteínas da 

matriz tais como colágeno e as integrinas (69). 

Por outro lado. também foi verificado que muitos tumores primários 

liberam além de fatores angiogênicos, fatores inibidores da angiogénese (12) que 

incluem a angiostatina (57, 26), trombospondina (28) e endostatina (56, 2), os quais 

podem modular a angiogénese, tanto no tumor pnmário, quanto em suas 

metástases. 

O fenotipo angiogênico de um tumor aparentemente é o resultado entre o 

balanço dos reguladores positivos e negativos da neovasculanzaçao (65, 28, 57, 59). 

Sendo que a angiogénese parece ser o resultado entre o balanço dinâmico entre os 

fatores proangiogênicos e antiangiogenicos, a elevação da concentração de 

inibidores endógenos da angiogénese deveria levar a um balanço a favor da inibição 

da neovascularização. Assim, sem um fluxo sangüíneo efetivo, as células tumorais, 

morreriam por falta de oxigénio e nutrientes. 

A inibição da angiogénese torna-se. portanto, uma promissora via para o 

tratamento do câncer. Consideráveis esforços tém sido direcionados para utilizar a 

terapia antiangiogenica como uma nova modalidade de tratamento de câncer. Por 

ser a angiogénese um complexo processo de múltiplos estágios, um inibidor 

potencial pode atuar em diferentes estágios. Ele pode interferir na ativação das 

células endoteliais pelos fatores de crescimento, pela prevenção da degradação da 



membrana basal do endotélio, progressão e migração, afetando a formação de 

novos vasos (70, 10, 9). 

Vários inibidores da angiogénese têm sido desenvolvidos usando como 

alvo as células endotelias vasculares a fim de bloquear a angiogénese tumoral ao 

invés das células tumorais em si. Esta é uma abordagem particularmente 

promissora, pois estas células são geneticamente estáveis e portanto menos aptas a 

sofrer mutações que as tornem capazes de desenvolver resistência às drogas, 

rapidamente (57). 

Agentes têm sido desenvolvidos para ter como alvo diferentes estágios da 

angiogénese. Estes incluem drogas inibidoras da degradação da matriz extraceiuiar, 

inibidores de metaloproteinases da matriz (MMPIs), tais como marimastate, 

prinomastate, BMS27529, BAY12-9566, e neovastate que são drogas que bloqueiam 

a sinalização das células endoteliais via o fator de crescimento de célula endotelial 

vascular (VEGF) e seu receptor (VEGFR) incluindo rhuMAb VEGF, SU5416, 

SU6668, ZD6474, CP547, 632 e ZD4190 (77). 

Dentre os inibidores endógenos de angiogénese mais promissores, para o 

tratamento de tumores sólidos humanos pode-se ressaltar a endostatina e a 

angiostatina (25, 46, 85, 14, 77, 79). 

1.2 Endostatina 

A endostatina, é um fragmento de 20 kDa da porção C-terminal do 

colágeno XVIII. Esta proteína descrita por 0'Reilly e col. (1997) foi purificada do 

produto de secreção de uma linhagem celular murina de hemangioendotelioma e tém 

mostrado ser um inibidor específico de proliferação e migração de células endoteliais 

e angiogénese (16, 74). 

A endostatina contém duas pontes dissuifídicas (Cys164-Cys304 e 

Cys266-296). Sua estrutura cnstaiografica em 1.5 A de resolução foi descrita por 

Hohenester (1998). 

O grande interesse pela endostatina na área médica surgiu quando foi 

verificada sua capacidade de inibir tumores de tecido sólido "in vivo", suprimindo o 

fenotipo angiogênico. afetando a formação de vasos sangüíneos e o crescimento de 



tumores. Trata-se por estes fatos de um agente com importante potencial terapéutico 

(2, 56, 68). 

O tratamento com endostatina (20 mg/kg/dia) levou a quase completa 

regressão (estado de microtumores) de diferentes modelos de tumores primários 

(carcinoma pulmonar de Lewis, fibrosarcoma T241, hemangioendotelioma EOMA e 

melanoma B16F10) estabelecidos (56). O crescimento de metástases de tumor de 

pulmão de Lewis, após a remoção do tumor primário, foi quase completamente 

suprimido pela administração de endostatina enquanto nos camundongos tratados 

com solução salina, as metástases desenvolveram-se rapidamente (56). 

Em um trabalho relacionado, Boehm e col. (1997) mostraram que ciclos 

repetitivos de endostatina administrados em camundongos portadores de tumores 

subcutâneos de diferentes tipos celulares, não produziram resistência ao tratamento, 

mesmo após 6 ciclos repetitivos de tratamento com endostatina. Os tumores se 

apresentaram em um estado de dormência prolongada ou permanecendo em um 

estado microscópico latente, mesmo após o término do tratamento. 

A habilidade da endostatina em inibir a angiogénese também tem sido 

observada em numerosos estudos "in vivo" (73, 17). O tratamento com endostatina 

tem sido correlacionado à inibição da angiogénese em modelos animais, sem efeito 

colateral, toxicidade ou desenvolvimento de resistência à droga (4, 56, 2, 62). 

O tratamento de tumores e metástases utilizando a endostatina, apresenta 

algumas vantagens sobre a quimioterapia convencional: o endotélio vascular é um 

alvo que pode ser facilmente atingido por agentes antiangiogenicos administrados 

sistemicamente; a endostatina é altamente específica para células endoteliais 

ativadas e sob condições fisiologicamente normais, com exceção dos órgãos 

reprodutores femininos, as células endoteliais não se dividem; possui baixa 

toxicidade; não causa resposta imunológica por se tratar de uma proteína endógena 

8 apresenta ação sobre diferentes tipos de tumores pois sua atuação é sobre o 

endotélio e não sobre as células tumorais. 

O mecanismo de ação da endostatina ainda não está totalmente 

esclarecido, mas trabalhos recentes demonstraram que a endostatina desencadeia a 

supressão de genes envolvidos na proliferação das células endoteliais. resultando 



em um efeito antimigratório (75). Foi demonstrado também que a endostatina 

interage com a tropomiosina (proteína que estabiliza os filamentos de actina), 

resultando no rompimento da integridade dos microfilamentos, levando à inibição da 

mobilidade das células endoteliais e indução de apoptose (51). Foi reportado que a 

endostatina bloqueia a interação entre o VFGF (fator de crescimento da célula 

endotelial) e o receptor de superfície celular, KDR/Flk-1, inibindo a ligação do VFGF 

às células endoteliais resultando na inibição da proliferação e migração de células 

endoteliais (44). Foi descrito que a endostatina inibe a proliferação de células 

endoteliais bloqueando a atividade catalítica da enzima matriz metaloproteinase-2 

(MNP), enzima envolvida na regulação da angiogénese e metástase tumoral (49). 

A expressão de uma proteína de fusão, contendo a seqüência de 

aminoácidos MARRASVGTDHHHHHHM seguida da endostatina murina insolúvel 

produzida em corpos de inclusão por E. co//tranformadas foi obtida por 0'Reilly e col. 

(1997). São bem descritas, no entanto, as dificuldades de solubilização e "refolding" a 

partir de proteínas produzidas em corpos de inclusão citoplasmáticos. Nesses 

processos geralmente são obtidos baixos rendimentos de proteína solúvel, com 

conformação correta, fato comprovado pela experiência no nosso laboratório em que 

foi seguido o protocolo de solubilização e refolding da endostatina descrito por Huang 

e col. (2000), obtendo-se baixos rendimentos de endostatina solúvel (dados não 

publicados); o mesmo resultado foi também obsen/ado por 0'Reilly e col. (1997). 

Foi também descrito por Xu e col. (2002) a expressão de endostatina 

recombinante secretada para o meio de cultura de E. coli transformadas, obtendo-se 

um rendimento da ordem de 40 mg de endostatina/L. 

Dhanabal e col. (1999a e 1999b) descreveram a obtenção de endostatina 

humana e munna recombinantes por Pichia pastoris transfectadas (10-20 mg/L). 

Foi obtida a transfecção estável de plasmídeo recombinate de endostatina 

recombinate utilizando células S2 de Drosophila melanogaster como hospedeiras. A 

produção de endostatina secretada para o meio de cultura em frascos de cultura foi 

da ordem de 0,5 mg/L. 



Foi também descrita a transferência do gene da endostatina e sua 

expressão "in vivo" mediante utilização de vetores virais levando à supressão tumoral 

e prolongando a sobrevivência de animais (3, 74). 

A expressão de genes heterológos em células de mamíferos são sistemas 

nos quais proteínas recombinantes solúveis com uma correta conformação podem 

comumente ser obtidas. Além disso, meio de cultura livre de soro pode ser usado 

para se obter a expressão de altos níveis de proteínas recombinantes com baixos 

níveis de contaminantes. Ainda não foram descritas na literatura, transfecção estável 

de células de mamíferos com obtenção de altos níveis de endostatina murina 

recombinante. 

O nível de expressão estável de genes eucarióticos introduzidos em 

células animais depende de vários fatores como o número de cópias do gene 

integradas ao cromossoma, sítio de integração, eficiência de transcrição, 

processamento, transporte e estabilidade do RNA mensageiro (mRNA), eficiência da 

tradução, processamento, transporte e estabilidade da proteína (42). 

Altos níveis de expressão da proteína de interesse podem ser obtidos 

mediante seleção e posterior amplificação do DNA transfectado. Estudos extensivos 

sobre o mecanismo de amplificação gênica mostraram que existe a possibilidade de 

se amplificar genes exógenos transfectados juntamente com um determinado 

marcador (72). A amplificação gênica ocorre mais freqüentemente após seleção 

através de etapas com incrementos graduais na concentração de um agente seletivo. 

O gene amplificado poderá ser mantido ou perdido durante a propagação na 

ausência deste agente. Genes amplificados de forma estável são integrados ao 

cromossomo do hospedeiro e são freqüentemente associados com a expansão de 

regiões do cromossomo chamadas "regiões homogeneamente coradas"(42, 40). 

Uma das linhagens celulares mais utilizadas para a expressão gênica 

estável de proteínas recombinantes em células de mamífero são as células de ováno 

de hámster chinés (CHO) (53). Essas células apresentam uma séhe de vantagens 

seus produtos apresentam uma comprovada similaridade com os equivalentes 

naturais, podem proporcionar níveis de produção elevados, se adaptam bem à 

ausência de soro e podem crescer tanto aderidas à superfície como em suspensão 



(42). Uma outra vantagem é a possibilidade de se utilizar clones deficientes em 

diidrofolato redutase (DHFR) que é o caso do mutante DXB11. 

1.3 Vetor pED 

Este vetor foi utilizado para a expressão da endostatina recombinante e 

amplificação do gene da endostatina juntamente com o gene da DHFR. 

A DHFR é uma enzima envolvida em processos essenciais de biossíntese 

celular, catalisa a conversão de folato a tetraidrofolato (FH4). O tetraidrofolato é 

requerido na biossíntese de purinas. O metotrexato (IVITX) é um análogo do ácido 

fólico, o qual se liga e inibe a enzima DHFR, levando à morte celular na ausência de 

nucleosídeos. Quando as células são selecionadas por aumentos graduais na 

concentração de MTX, a sua sobrevivência depende do aumento da síntese da 

DHFR, assim células sobreviventes passam a expressar concentrações crescentes 

de DHFR como consequência de um processo de amplificação gênica. Células 

altamente resistentes ao MTX podem conter mais de mil cópias do gene da DHFR, 

com consequente elevação dos níveis de DHFR expressa. Frequentemente, o grau 

de amplificação gênica é diretamente proporcional ao nível de expressão da DHFR 

(41, 42). 

A ampla utilização do sistema de seleção baseado no DHFR se deve ao 

seu alto potencial de amplificação e à existência de mutantes de células CHO 

deficientes em DHFR (CH0-DXB11)(80). Esta linhagem deficiente requer timidina, 

glicina e hipoxantina presentes no meio de cultura para sobreviver. Na ausência 

desses nucleosídeos é necessário que tenham adquirido um gene DHFR funcional. 

Esta linhagem foi utilizada no presente trabalho. 

No vetor pED o gene de interesse é introduzido na posição 5' e o gene de 

seleção/amplificação (DHFR) se encontra na posição 3' após o promotor. Um mRNA 

que codifica para 2 proteínas é denominado de RNA dicistrônico. No caso de um 

mRNA dicistrônico, a tradução do códon de iniciação a 5' (primeira proteína) é por 

volta de 100 vezes mais eficiente do que a tradução da segunda proteína (41). 

Devido à tradução ineficiente do gene do DHFR (segunda proteína), as células 

devem transcrever maiores níveis do mRNA dicistrônico para sobreviver à seleção, 



pois a proteína expressa na posição 5' é traduzida preferencialmente. No vetor pED 

existe um sítio interno de ligação aos ribossomos, derivado do vírus da 

encefalomielocardite (EMC). A presença dessa sequência derivada do vírus da EMC 

antes do gene DHFR, torna a tradução dessa enzima mais eficiente diminuindo a 

possibilidade de deleção do gene de interesse. Esta construção possibilita a rápida e 

eficiente obtenção de altos níveis de expressão da proteína de interesse, após 

seleção e amplificação com MTX. 

O sistema de expressão que utiliza células CHO deficientes em 

diidrofolato redutase (DHFR) e o gene DHFR de camundongo como marcador de 

seleção foi adotado na nossa estratégia de expressão por meio da transfecção do 

plasmídeo pED contendo o gene da endostatina em células CHO (CH0-DXB11) na 

tentativa de obtenção de altos níveis de endostatina murina. 

1.4 Biohíbridos 

A terapia por imunoisolamento (ou uso de biohíbridos) se baseia no 

transplante de células alogénicas ou xenogénicas mantidas encapsuladas em uma 

barreira semipermeável que permite a passagem bidirecional de pequenas 

moléculas (oxigénio, nutrientes, metabólitos e secreções celulares bioativas) e 

restringindo a passagem de moléculas maiores e células do sistema imune do 

hospedeiro. Este tipo de dispositivo permite o transplante de células, que 

normalmente seriam rejeitadas pelo sistema imune do indivíduo, para produzirem 

altos níveis de proteínas com propriedades terapêuticas sem a necessidade de 

imunossupressão. 

Normalmente ao redor dos dispositivos biohíbridos se forma uma camada de 

fibroblastos de aproximadamente 100um. O tecido fibrótico aumenta a distância 

entre os vasos sanguíneos e o implante, levando á hipoxia das células no implante 

(13, 6). Foi no entanto recentemente descrita uma classe de membranas 

microporosas que induzem a neovascularização na interface material-tecido do 

hospedeiro (6, 37). Este tipo de membrana é composta de duas camadas, sendo 

que a membrana externa possui interstícios que possibilitam a infiltração das células 

inflamatórias do hospedeiro, provavelmente ocasionando a liberação de fatores 
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angiogênicos e/ou fatores que superam a inibição da vascularização. O efeito é de 

integração do biomaterial no tecido do hospedeiro, produzindo uma 

neovascularização ao redor do dispositivo. A camada interna, que fica em contato 

com as células apresenta poros menores (0,4 ixm) utilizada para filtração de células, 

e moléculas de alto peso molecular (6). O processo de angiogénese leva de duas a 

três semanas para ser completado e aparentemente as estruturas vasculares 

permanecem indefinidamente (58). 

A obtenção de células CHO que expressassem altos níveis da proteína 

antiangiogenica endostatina foi imprescindível para o cumprimento de um projeto em 

que se estudou o uso dessas células em dispositivos de imunoisolamento 

(Theracyte) implantadas subcutáneamente em camundongos para tratamento de 

tumores sólidos. A liberação de endostatina pelas células em imunoisolamento 

deveria possibilitar um suprimento persistente da proteína na circulação, com 

vantagem potencial sobre a administração intermitente da proteína, na qual se 

obtém picos de concentração da droga. Uma vantagem sobre a terapia gênica para 

produção de endostatina é a possibilidade de retirada das macrocápsulas no caso 

de efeitos colaterais graves. 
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2. OBJETIVOS 

No presente estudo é nosso objetivo a obtenção de altos níveis de 

expressão de endostatina murina recombinante por meio da transfecção do 

plasmídeo pED contendo o gene da endostatina em células CHO (CH0-DXB11) 

deficientes em diidrofolato redutase (DHFR). Este é um sistema de expressão 

estável que permite a amplificação do gene de interesse. 

A quantificação, caractenzação bioquímica e de atividade biológica da 

proteína recombinante produzida também fazem parte dos objetivos. 



1 1 

3. MATERIAIS E METODOS 

3.1. MATERIAIS 

3.1.1. Equipamentos e acessórios principais 

-Aparellio IVIill-Q-pIus, purificador de água, IVliIlipore, Bedford, MA, E.U.A. 

-Autoclave, Kavokiave II, Blackburn, Inglaterra. 

-Banho-maria, modelo 100, Fanem, São Paulo, Brasil. 

-Balança analítica, modelo AW 220, Shimadzu, Japão. 

-Contador Beta, modelo 1205, Wallac, E.U.A. 

-Centrífuga refrigerada automática, modelo 5818, Eppendorf, Alemanha. 

-Eletroporador, modelo II, Invitrogen, San Diego, CA, E.U.A. 

-Estufa de cultura de células, modelo 3158, Farma Scientific, Ohio, E.U.A. 

-Espectofotômetro, Ultrospec III, Pharmacia Fine Chemicals, Suécia. 

-Espectrómetro ETTAN-MALDI-ToF Pro, 120 V, Amersham Biosciences, Suécia. 

-Fluxo laminar modelo 2256, TROX, Curitiba, Brasil. 

-Freezer -80 °C, modelo NV-65126, Nuaire, Japão. 

-Incubadora refrigerada com agitação, modelo TE421, Tecnal, Brasil. 

-Leitor de ELISA, modelo MR 4000, Dynatech Biotech, E.U.A. 

-Microscópio invertido Nikon, modelo TMS, Japão. 

-Sistema de estocagem de criotubos em nitrogênio líquido, Thermolyne, Dubuque, 

IA, E.U.A. 

-Sistema de eletroforese vertical, modelo SE250, Hoefer, Pharmacia Biotech, San 

Francisco, CA, E.U.A. 

-Sistema de eletroforese horizontal, modelo EPS 5 0 0 / 4 0 0 , Pharmacia Fine 

Chemicals, Suécia. 

-Transiluminador modelo Macrouve. Hoefer, San Francisco. E.U.A. 

3.1.2 Reagentes principais utilizados em procedimentos de Biologia Molecular 

-Agarose. Gibco-BRL. Grand Island. NY, E.U.A. 
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-Ampicilina sódica, Bayer, São Paulo, Brasil. 

-Ágar-ágar purificado para bacteriologia, Merck, São Paulo, Brasil. 

-Bacto-triptona, Difco, São Paulo, Brasil. 

-Clorofórmio p.a.Merck, São Paulo, Brasil. 

-Enzimas de restrição, e tampões respectivos da Promega, Madison, E.U.A. 

-Extrato de levedura para microbiologia, Difco, São Paulo, Brasil. 

-Fragmento Klenow da DNA polimerase I, Amersham Pharmacia, Biotech. 

-Marcador de peso molecular: DNA Lambda digerido com Eco RI, Hind III, Sigma 

Chemical, Steinheim, Alemanha. 

3.1.3. Vetores plasmídicos 

-Plasmídeos pSecTag2-endo e pSecTag2(his)6-met-endo, essas construções foram 

realizadas num trabalho de pesquisa antehor ao nosso, e possuem seqüências que 

codificam uma seqüência sinalizadora de uma imunoglobulina murina da cadeia 

Kappa V-J2C seguido do cDNA de endostatina com ou sem 6 resíduos de histidinas. 

-Vetor pED; foi gentilmente doado pelo Dr. R.J. Kauffman (Howard Hughes Medicai 

Institute, University of Michigan), que possui o marcador gênico DHFR (diidrofolato 

redutase). 

3.1.4. Linhagens celulares 

-Células CHO (linhagem celular de ovário de hamster chinés) mutantes DXB11, 

gentilmente doados pelo Dr. L. Chasin (Columbia Universty, NY, E.U.A.), são 

deficientes do gene da enzima diidrofolato redutase (DHFR). 

-Células C-PAE (linhagem celular vascular de artéria de bezerro) foram adquiridas da 

ATCC (Amehcam Type Tissue Collection),Manassas, VA, E.U.A. (CCL-209). 

3.1.5 Reagentes utilizados na cultura celular 

-Antibióticos e antimicóticos. Gibco-BRL. Life technologies. Grand Island, NY, E.U.A. 

-Bicarbonato de sódio. Gibco-BRL, Gathersburg, MD, E.U.A. 

-Cloreto de cálcio, Sigma, St. Louis. MO, E.U.A, 

-Dimetilssuifóxido (DMSO), MERCK, São Paulo. 
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-HEPES, Sigma, St. Louis, MO, E.U.A. 

-Meio mínimo essencial com a presença de nucleosídeos (a-MEM), Cultilab, São 

Paulo, Brasil. 

-Meio mínimo essencial (a-MEM) sem a presença de ribonucleosídeos e 

deoxiribonudeosídeos, Gibco ,Life Technologies, Grand Island, NY, E.U.A. 

-Meio mínimo essencial Eagle's (E-MEM), Cultilab, Campinas, São Paulo, Brasil. 

-Soro fetal bovino dialisado (SFBd), Gibco-BRL, Gathersburg, MD, E.U.A. 

-Soro fetal bovino (SFB) Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, E.U.A. 

-Tripsina, SIGMA, St. Louis, MO, E.U.A. 

3.1.6. Outros 

-Anticorpo policional anti-endostatina muhna, Chemicon, Temecula, CA, E.U.A. 

-Anticorpo anti-histidina, Amersham biosciences, Suécia. 

-Cepa DH5a: supE44A lacU169 ((t)80lacZ AM 15) hsdRIT recAI endA1 gyrA96 thi-1 

relAI. 

-Fator básico de crescimento de fibroblastos (bFGF), doado pelo Dr. Paulo Lee Ho 

do Instituto Butantan. 

-Dispositivo Theracyte, Baxter Healthcare, Deerfield, E.U.A. 

-Kit para purificação de DNA, Qiagen, Hilden, Alemanha. 

-Kit para a quantificação de endostatina murina, Accucyte, Cytimmune Sciences, Inc, 

College Park, MD, E U A . 

-Material plástico estéril para cultura celular, Corning Costar Corp., Cambridge, MA. 

E.U.A. 

-Marcador de peso molecular de proteínas, RPN 755, Amersham Life Science. 

-Membrana de PVDF, Bio-RAD. Hercules, CA, EUA. 

-Metotrexato (Amethopterin), Sigma Chemical. St. Luis, MO.E.U.A. 

-Timidina triciada, TRK58, Amersham Pharmacia, Suécia. 
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3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Construção dos vetores de expressão pED-endo e pED-(his)6-endo 

3.2.1.1 Obtenção do gene da endostatina 

Em um projeto de pesquisa anterior a este foi realizada a cxDnstrução de 

dois vetores de expressão pSecTag2-endo e pSecTag2(his)6-met-endo. As 

construções foram realizadas do seguinte modo: o cDNA da endostatina, obtido da 

ATCC (Americam Type Tissue Collection) foi clonado no vetor pSecTag2 da 

Invitrogen (Carisbad, CA, E.U.A.) contendo seqüências para um peptídeo sinalizador 

da cadeia l<appa VJ2-C de uma imunoglobulina murina. Também foi realizada a 

remoção de nucleotídeos localizados entre a seqüência líder e o códon para o 

primeiro aminoácido da endostatina utilizando-se mutagênese sitio-específica (47). 

Foram obtidas duas construções: uma primeira contendo seqüências para um 

peptídeo sinalizador seguido do cDNA da endostatina murina e uma segunda 

construção contendo seqüências de DNA do um peptídeo sinalizador, 6 histidinas, 

uma metionina seguidos do cDNA da endostatina murina. 

3.2.1.2 Isolamento do DNA contendo seqüências para um peptídeo sinalizador 

e o cDNA da endostatina ou (his)6-met-endostatina 

Os vetores de expressão para células de mamífero pSecTag2-endo e 

pSecTag2(his)6-met-endo foram digeridos com a enzima de restrição Xho I por duas 

horas em banho maria a 37°C em tampão adequado e em seguida o DNA foi 

punficado e precipitado. O DNA foi ressuspenso e tratado com o fragmento de 

Klenow da DNA polimerase I para obtenção de extremidades cegas. Em seguida a 

enzima foi inativada pelo aquecimento a 65°C por 20 minutos e o DNA foi novamente 

digerido, desta vez com a enzima Nhe I. Obteve-se assim um fragmento de DNA 

contendo uma extremidade cega a 5'do gene e uma extremidade coesiva a 3' do 

gene. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%. A 
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visualização das bandas de DNA foi realizada mediante revelação com brometo de 

etídeo por exposição à luz ultravioleta. 

3.2.1.3 Purificação dos fragmentos de DNA inserto 

Os fragmentos de DNA contendo o gene da endostatina ou (his)6-met-

endostatina foram submetidos à purificação, a região contendo a banda de interesse 

foi recortada e o DNA presente foi extraído e purificado utilizando o kit para 

purificação da Qiagen (Hilden, Alemanha) seguindo-se o protocolo. A confirmação da 

purificação e quantificação aproximada dos fragmentos obtidos foi realizada por 

eletroforese em gel de agarose 1 % com brometo de etídeo. 

3.2.1.4 Digestão do vetor pED 

O vetor de expressão em mamíferos pED foi utilizado para a clonagem do 

gene da endostatina e (his)6-met-endostatina respectivamente. O vetor, pED, foi 

gentilmente doado pelo Dr. R.J. Kauffman . 

O plasmídeo foi digerido com as enzimas de restnçao Sma I, a qual gera 

extremidades cegas, e Xba I que gera extremidades coesivas compatíveis com 

aquelas obtidas por Nhe I. A digestão foi realizada por duas horas em banho maria a 

37°C em tampão adequado. Após a digestão o fragmento obtido foi separado em 

eletroforese em gel de agarose 1 % contendo brometo de etídio, o fragmento do gel 

correspondente à banda de interesse foi cortado e purificado em kit adequado para 

purificação de DNA em gel de agarose (Qiagen). O fragmento purificado foi 

quantificado. 

3.2.1.5 Reação de ligação do gene da endostatina e (his)6-met-endostatina ao 

vetor pED. 

As ligações entre o gene da endostatina ou (his)6-met-endostatina e o 

vetor plasmidial pED foram efetuadas com a utilização da enzima T4 DNA-ligase e o 

respectivo tampão de ligação, utilizando-se um total de 100 ng de DNA em 10 |.iL de 

reação e seguindo a proporção molar de 3:1 (inserto / vetor). As reações foram 

incubadas durante16 horas a 4°C. 
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3.2.1.6 Transformação de bactérias eletrocompetentes, amplificação e 

purificação do produto da reação de ligação 

As bactérias DH5a eletrocompetentes foram submetidas à eletroporação 

(força do campo elétrico em cubeta de 0,1 cm= 15000V/cm) com os produtos da 

reação de ligação. 

Clones selecionados em placas contendo ágar LB com ampicilina 

(lOOiíg/mL) foram amplificados em meio LB líquido e em seguida purificados 

utilizando-se o kit Qiagen. Os DNAs resultantes foram submetidos à análise com 

enzimas de restrição apropriadas e eletroforese em gel de agarose 1 % corado com 

brometo de etídio, para confirmação da ligação do inserto no vetor. Alguns clones 

foram confirmados como sendo positivos para o vetor pED-(his)6-met-endo e para o 

vetor pED-endo. 

3.2.2 Transfecção, amplificação gênica e expressão das proteínas 

recombinantes 

3.2.2.1 Transfecção pelo método de fosfato de cálcio 

A linhagem celular mutante CH0-DXB11 (deficiente em DHFR), foi 

mantida em meio essencial mínimo x (cc-MEM) contendo 10 mg/L de 

ribonucleosídeos e deoxiribonudeosídeos) suplementado com 50 U/mL penicilina, 50 

pg/mL estreptomicina, 1.25 pg/mL anfotericina B, 2 mM L-glutamina and 10% soro 

fetal bovino. Para a realização da transfecção foram semeadas 10^ células por placa 

de cultura celular de 10 cm de diâmetro, no dia anterior ao experimento. As células 

foram incubadas em estufa a 37°C, em atmosfera úmida, contendo 5% de CO2. 

Transfecções de 20 pg dos vetores punficados foram realizadas utilizando a técnica 

de precipitação com fosfato de cálcio (1). Para a reação foram utilizados lOOuL de 

CaCl2 2,5 M e 1 mL de tampão Hepes-fosfato (Hepes 50 mN, Na2HP04 1,5 mM e 

NaCI 280mM). A reação foi realizada num tubo cónico de 15mL e a solução de CaCl2 

contendo o DNA foi adicionado sobre a solução de hepes fosfato gota a gota sob 

borbuihamento constante de ar. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 

30 minutos para que houvesse a formação dos microprecipitados de fosfato de 
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cáicio/DNA, os quais foram distribuídos sobre as células. Após 6 horas de incubação 

a 37°C em ambiente úmido com 5% de CO2, o meio foi aspirado e as placas foram 

lavadas três vezes com PBS (tampão fosfato-salina contendo NaC1150mM e Na3P04 

10mM pH 7,2). As células foram cultivadas por 24 horas em meio a-MEM contendo 

2% SFB antes do início da seleção. 

Foi realizada, também a transfecção do vetor pED fechado para ser 

utilizado como controle negativo. 

3.2.2.2 Seleção e amplificação dos clones de células CHO transfectadas 

A seleção dos clones transfectados foi realizada em meio seletivo a-MEM 

na ausência de ribonucleosídeos e deoxiribonudeosídeos, suplementados com 10% 

SFB dialisado, antibióticos e L-glutamina a 37°C em estufa de CO2. Após 2 semanas, 

alguns clones isolados, DHFR-positivos, foram transferidos a placas de 6-poços 

utilizando alças plásticas estéreis. 

Os clones isolados foram submetidos a incrementos graduais de 

concentrações de metotrexato (MTX; 20, 80, 320 e 1280 nM) no meio de cultura para 

realizar a seleção dos clones que contenham cópias amplificadas dos genes da 

DHFR e da endostatina. Em cada passo de seleção, as células foram cultivadas pelo 

menos 14 dias antes de se incrementar a concentração de MTX. 

3.2.2.3 Obtenção do meio condicionado 

O meio condicionado, necessário para a caracterização e quantificação da 

endostatina e (his)6-met-endostatina, foi obtido após a última etapa de amplificação 

(MTX, 1280 nM) dos clones que sobreviveram à seleção. 

Cada clone foi semeado em 3 poços, em placas de 24-poços, com meio a -

MEM sem ribonucleosídeos e deoxiribonudeosídeos suplementado com antibióticos, 

L-glutamina, 10% soro fetal bovino dialisado e 1280 nM de MTX e mantido a 37°C 

em ambiente úmido com 5% de CO2 até atingir a semiconfluência. Células de um 

poço foram tripsinizadas e contadas, para cada clone, considerando-se este valor 

como o número de células para o tempo zero. O meio de cultura dos outros dois 

poços foram trocados por meio de cultura a-MEM sem MTX com e sem e soro fetal 
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bovino. Após 24 horas, o meio condicionado foi coletado, centrifugado, o 

sobrenandante foi estocado a -80°C e o número de células para cada poço foi 

determinado por tratamento com tripsina e contagem. A média do número de células 

entre O e 24 horas foi calculada para cada condição. 

Meios condicionados das diferentes etapas do tratamento com MTX foram 

obtidos dos sobrenadantes de um clone transfectado com o vetor de expressão pED-

(his)6-met-endostatina em todas as etapas de amplificação (MTX, 20, 80, 160, 320, 

1280 nM). As células foram mantidas em meio meio a-MEM sem ribonucleosídeos e 

deoxiribonudeosídeos suplementado com antibióticos, L-glutamina, 10% de soro 

fetal bovino diaiisado com as respectivas concentrações de MTX ou sem MTX. 

Quando as células atingiram a semiconfluência o meio foi trocado por meio novo e 

foram incubadas em estufa de CO2 por 24 horas. Após 24 horas o meio destas 

células foi coletado, centrifugado e o sobrenadante foi estocado a -80°C. O número 

de células para cada poço foi determinado por tratamento com tripsina e contagem. 

Também foi obfido meio condicionado de células CH0-DXB11 

transfectadas com o vetor pED após sua última etapa de amplificação por tratamento 

com MTX. 

3.2.3 Caracterização e quantificação das proteínas recombinantes 

3.2.3.1 SDS-PAGE 

Análise da endostatina e (his)6-met-endostatina no meio condicionado foi 

realizada por eletroforese a 12% de gel SDS-poliacrilamida sob condições redutoras 

(48). Os volumes de meio aplicado nos géis foram normalizados para eliminar as 

variações na densidade das células. Desta maneira foi calculado o volume 

proporcional ao número de células. Amostras de meio condicionado dos clones a 

serem testados foram fervidas a 85°C por 5 minutos na presença de p-

mercaptoetanol e foram aplicadas no gel. Como controle negativo foi utilizado o 

sobrenadante de células CH0-DXB11 não transfectadas ou transfectadas com o 

vetor fechado. Foi aplicado também um marcador de peso molecular e a corrida 

eletroforética foi realizada a 80 volts. 
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A revelação do SDS-PAGE foi efetuada imergindo o gel em uma solução 

com 0,25% de "Coomassie blue R-250", 45% metanol e 8% de ácido acético por 

aproximadamente 12 horas. A seguir o gel foi descorado em uma solução com 40% 

de metanol e 10% de ácido glacial acético, sendo realizadas trocas sucessivas. 

3.2.3.2 Western Blotting 

As amostras para serem analisadas no Western Blotting foram submetidas 

a SDS-PAGE, em seguida foi realizada a transferência das proteínas, do gel para 

uma membrana de nitrocelulose. A transferência das proteínas foi realizada por 

eletroeluição do seguinte modo: colocaram-se 8 foihas de papel filtro pré-umedecido 

em tampão de transferencia (0,3% glicina, 0,6% Tris-base, 0,04% SDS, 20% 

metanol) e em seguida, do polo positivo para o polo negativo, colocaram-se a 

membrana de nitrocelulose, o gel e mais 8 folhas de papel filtro pré-umedecidas. A 

corrente foi fixada de acordo com a área de gel (0,85mA por cm^) para a 

transferência total das proteínas. A transferência foi realizada por uma hora. A 

membrana foi lavada com tampão fosfato-salina (PBS) contendo 5% de leite em pó 

desnatado e liofilizado (Molico, São Paulo, Brasil) e então foi incubada por 10 horas 

com uma dilução de 1:150 do anticorpo policional anti-endostatina diluído em PBS 

contendo 5% de leite em pó. Após a incubação foram realizadas 5 lavagens com 

PBS-5% de leite. As reações foram detectadas com um anticorpo secundário 

conjugado a "horseradish-peroxidase" (Amersham Pharmacia Biotech, 

Buckinghamshire, UK) usando um amplificador quimioluminiscente (Amersham, 

Pharmacia Biotech) e autoradiografia. 

3.2.3.3 Determinação dos níveis de expressão das proteínas recombinantes 

A determinação dos níveis de expressão da endostatina recombinante e 

(his)6-met-endostatina foi realizada no meio condicionado, utilizando-se o kit de 

ELISA para quantificação de endostatina murina seguindo instruções do fabricante. 

Este ensaio emprega a técnica quantitativa de enzimaimunoensaio com 

duplo anticorpo, sendo o segundo anticorpo anti-lgG de coelho pré-revestido na 

placa que tem a função de capturar um complexo específico: endostatina biotinilada. 
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amostra ou padrão e anticorpo anti-endostatina conjugado. A endostatina biotinilada 

(ligante competitivo) e a amostra ou o padrão competem pelos sítios de ligação do 

anticorpo especifico anti-endostatina. Portanto, quanto maior a quantidade de 

endostatina nas amostras menor a quantidade de endostatina biotinilada capturada 

pelo anticorpo. O ensaio é lido em leitor de ELISA baseado na capacidade do 

conjugado de streptavidina alcalina fosfatase em desenvolver coloração quando em 

contato com o agente cromogênico. A concentração de endostatina detectada em 

cada amostra é comparada com uma curva padrão de endostatina que demonstra 

uma relação inversa entre a densidade óptica (D.O.) e a concentração da proteína. A 

determinação da concentração das amostras de endostatina e (his)6-endostatina foi 

feita lendo as densidades óticas das amostras em uma curva obtida com amostras 

padrão de concentrações conhecidas versus suas respectivas densidades óticas. 

O ensaio foi realizado em duplicata. A geração de cor foi monitorada em 

leitor de ELISA lendo-se a 490nm até que o padrão de endostatina dose zero 

atingisse uma densidade ótica de 1,6-1,8. 

3.2.3.4 Espectrometria de massa (MALDI-TOF)(lonização/desorção por laser 

matriz assistida - análise de tempo de vôo) 

A espectrometria MALDI-TOF permite a análise de compostos de alto 

peso molecular com grande sensibilidade. O método usa uma matriz sólida onde a 

amostra é imobilizada e bombardeada por um feixe ionizante de laser. A formação 

dos íons é realizada direcionando o feixe de laser em uma amostra diluída ou apenas 

aplicada em uma matriz. A matriz absorve a energia do feixe de laser ocasionando a 

vaporização do material da matriz. As moléculas carregadas são direcionadas por 

lentes eletrostáticas da fonte ionizadora para o analisador de massa. Quando as 

moléculas do analito estão vaporizadas, a análise do tempo de vôo (TOF) é realizada 

para separar os ions de acordo com a sua razão massa/carga (m/z). 

Uma das muitas aplicações da espectometria de massa é a determinação 

da massa molecular (MM). A MM de uma proteína é um importante parâmetro 

bioquímico para sua caracterização. 
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Para determinar a massa da endostatina e (his)6-endostatina, as mesmas 

foram analisadas em espectrómetro ETTAN-IVIALDI-TOF. As análises foram feitas no 

CAT (Centro de Toxicologia Aplicada/Instituto Butantan). Amostras de meio 

condicionado das células CHO transfectadas (52 horas) contendo endostatina, e 

(his)6-endostatina foram submetidas á espectrometria de massa para a determinação 

de sua massa molecular precisa. As mesmas, foram diluídas em ^\iL de ácido a -

ciano-4-hídroxicinãmico (10 mg/mL em acetonitrila contendo 0 , 1 % de ácido 

trifluoroacético) para aplicação. 

As condições de análise foram: voltagem de aceleração: 2000V, modo 

linear positivo, pulso do laser: 3 ns, com 20 pulsos por segundo. Os espectros foram 

analisados com o sofware ETTANS LWS. 

3.2.3.5 Seqüênciamento dos aminoácidos da porção N-terminal 

Os sete primeiros aminoácidos da seqüência N-terminal da endostatina e 

(his)6-met-endostatina foram determinados pelo método de degradação de fase 

sólida de Edman. 

Amostras das proteínas recombinantes foram eletroeluídas de um gel de 

poliacrilamida (12%) e foram imobilizadas em uma membrana de PVDF. Após a 

trasferencia as proteínas presentes na membrana foram reveladas com Coomassie, 

sendo as proteínas de interesse recortadas, colocadas em sacos plásticos e 

enviadas para seu seqüênciamento. O seqüênciamento foi relizado na Universidade 

de Virgínia, Charlottesville, E.U.A. 

3.2.4 Atividade biológica 

3.2.4.1 Ensaio de proliferação das células C-PAE 

A linhagem celular C-PAE (célula endotelial de artéria do pulmão de 

bezerro) foi adquirida da ATCC e foi utilizada para testar a habilidade da endostatina 

e (his)6-met-endostatina em inibir a proliferação de células endoteliais de artéria de 

bezerro (C-PAE) pela determinação da porcentagem de incorporação de ^H-timidina. 

As células foram mantidas em meio mínimo essencial "Eagle's" (EMEM) 

suplementado com 20% soro fetal bovino, 50 U/mL penicilina, 50 pg/mL 

estreptomicina e 2 mM L-glutamina e incubadas em ambiente úmido a 37°C. na 
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presença de 5% CO2. As incubações foram realizadas em placas de 96-poços com 

um volume final de 200 (jUpoço de EMEM contendo 2% soro fetal bovino, com 

concentrações iniciais de células de 5 x 10^ células/poço. Após 24 horas de 

incubação o meio foi trocado com EMEM fresco contendo 2% soro fetal bovino e 3 

ng/mL de bFGF (fator básico de crescimento de fibroblastos) com ou sem 

endostatina. As células foram incubadas com 1 |jCi [^H-timidina] por 24 horas, 

seguido pela lise das células e filtração em filtros de fibra de vidro. A radioatividade 

associada às células foi determinada usando um contador de cintilação líquida. 

3.2.5 Perfil de crescimento celular 

O perfil de crescimento da linhagem celular CH0-DXB11 transfectada ou 

não transfectada com o vetor de expressão pED-(his)6-met-endo na ausência ou 

presença de MTX no meio de cultura foi avaliado. 

Foram semeadas três placas de 24 poços com 5x10'^ células por poço, a 

pnmeira placa contendo células CH0-DXB11 mantidas em meio a-MEM (com 

ribonicleosídeos e deoxiribonudeosídeos), a segunda placa contendo células 

selecionadas transfectadas com o vetor de expressão pED-(his)6-end mantidas em 

meio a MEM sem nucleosídeos e uma última placa contendo as mesmas células na 

presença de 1280 nM de MTX no meio de cultura. A cada 24 horas se procedeu a 

tripsinização e contagem das células. Foram contados 3 poços por placa para 

diminuir a margem de erro. Após cada contagem os poços foram desprezados. A 

troca de meio foi realizada a cada 72 horas. 

A partir dos dados obtidos nas contagens foram construídas cun/as de 

crescimento e foi calculado o tempo de duplicação para cada condição. A fórmula 

utilizada para o cálculo do tempo de duplicação foi a seguinte: 

Dt = t2-ti/n 
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Onde; 
n = N° de gerações = 3,3x log b/B 

B = N° de células no inicio da fase log 

b = N° de células no final da fase log 

t1= tempo no inicio da fase log 

t2=tempo no final da fase log. 

3.2.6 Expressão de endostatina pelas células CHO (pED-(his)6-met-endo) 

encapsuladas e mantidas em cultura 

Os dispositivos Theracyte são compostos de camada dupla de 

membranas de politetrafluoroetileno (PVDF) soldadas por ultrasom que formam um 

lumem central com capacidade para 20pl, o qual pode ser preenchido por células 

(FIGURA 1). Uma membrana interna com poros de 0,4 micron de diámetro impede a 

saída de células do dispositivo e é ligada a uma membrana externa com poros de 5 

micron, que ajudam a formação de vasos sanguíneos quando implantados "/n vivo". 

Um tubo de polietileno sai da membrana e serve como porta de aplicação das 

células. Este sistema fechado é utilizado para o encapsulamento de células. 

Foram realizados dois ensaios em que se utilizou seringa tipo Hamilton 

para o implante de 1 x 10'' células CHO (pED-(his)6-Met-endo) nos dispositivos 

Theracyte de imunoisolamento e em seguida a porta de aplicação foi selada com 

adesivo de silicone. O dispositivo foi subsequentemente colocado em meio de 

cultura contendo soro fetal bovino, em estufa de CO2. O mesmo número de células 

foi semeado em garrafa de 75cm^. Os meios de cultura da garrafa e da placa 

contendo o dispositivo foram trocados por meio sem soro fetal bovino (7ml para 

ambos) 4 horas após o implante, as culturas incubadas por 24 horas quando os 

sobrenadantes foram utilizados para a análise por Western blot. O meio foi 

posteriormente trocado para meio contendo 10% de soro fetal bovino e o dispositivo 

incubado por 3 semanas, após o qual foi fixado em formol a 4% para a preparação 

de lâminas de histologia. O mesmo procedimento foi realizado com um número 
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menor de células no dispositivo (2 x 10^), sendo incubadas por um tempo maior (5 

dias). 

r r r i \ i > | r T T T j r r r r j T T x r j T r r ^ 

40M1 

FIGUFIA - 1 Dispositivos de imunoisolamento TheraCyte® 
(Baxter, Round Lake, E.U.A). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Construção dos vetores de expressão pED-endo e pED-(his)6-endo 

Os vetores de expressão pED-endo e pED(his)6-nnet-endo foram obtidos pela 

inserção de seqijências codificando para o peptídeo sinalizador seguido do cDNA da 

endostatina ou do cDNA da proteína de fusão((his)6-met-endostatina) no sitio de 

policlonagem do vetor pED. Um diagrama da construção dos vetores de expressão 

contendo o gene da endostatina encontra-se representado na FIGURA 2. 

FIGURA 2 - Esquema de obtenção do vetor pED-endo. O vetor pED-endo 
possue como seus componentes principais: SV40, fragmento que contém a 
origem de replicação e o elemento ativador de transcrição (enhancer 
element) do "simian virus 40 (SV 40)"; Ad MLP, promotor dehvado do 
adenovirus; Ad TPL, seqüência "leader" derivada de adenovirus; IgG intron, 
um intron híbrido composto pela seqüência 5' "leader" não traduzida 
derivada do adenovirus e de uma seqüência 3' do gene da imunoglobulina; 
endostatina, cDNA da endostatina ou (his)6-met-endostatina; EMC-L, região 
5' "leader" não traduzida do vírus da encefalomiocardite (EMC); DHFR, 
região que codifica a enzima diidrofolato redutase murina; SV40 pA, região 
de poliadenilação de SV40; AdVAI, gene do adenovirus VAI RNA que 
codifica a RNA polimerase III, potencializando a tradução de mRNA e p-
lactamase, gene selecionável que confere resistência à ampicilina, útil para 
sua propagação em E.coli. 
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4.1.1. Análise de restrição de clones positivos de bactérias transformadas com 

os vetores pED-endo e pED-(his)6-met-endo 

Os produtos da reação de ligação foram submetidos à eletroporação em 

bactérias DH5a, seguida de sua cultura em meio seletivo com antibiótico, gerando 

clones resistentes à ampicilina. DNAs plasmídicos purificados de alguns desses 

clones foram submetidos à análise de restrição com enzimas que flanqueiam o 

inserto clonado {Eco RI e Bgl II). 

A análise de restrição de clones positivos para os vetores pED-endo e 

pED-(his)6-met-endo, foi realizada em gel de agarose 1%. Foi obtido o padrão de 

bandas desejado para ambos vetores de expressão como pode ser observado na 

FIGURAS. 

21,2 Kb — 

5 , 1 Kb _ 

2 Kb _ 
1,6 Kb — 
1,4 Kb — 
0,9 Kb _ 
0,8 Kb — 

0,6 Kb — 

FIGURA 3 - Análise de restrição dos vetores de expressão pED-endo e pED-
(his)6-met-endo em gel de agarose 1%, com revelação utilizando-se brometo 
de etídeo. Coluna 1, marcador de tamanho molecular em pares de bases (pb). 
Coluna 2, vetor pED (fragmento de 5,3 kb correspondente ao vetor pED 
linearizado). Colunas 3 e 4, vetor pED-(his)6-met-endo e vetor pED-endo 
respectivamente (após digestão com a enzima Eco RI e fígf/ II que resultou em 
dois fragmentos de 5,3 kb e 0,62 Kb, o último fragmento correspondente ao 
gene da endostatina). 
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4.2. Transfecção, seleção, amplificação gênica e expressão das proteínas 

recombinantes 

4.2.1. Transfecção pelo método de fosfato de cálcio 

Utilizando a técnica de transfecção pelo método de fosfato de cálcio, 

foram realizadas transfecções para cada vetor de expressão, foi também realizada a 

transfecção com vetor pED sem gene da endostatina. O método de transfecção foi 

eficiente, tendo sido obtidos vários clones positivos para cada vetor após a seleção 

dos clones transfectados em meio de cultura sem nucleosídeos. Um total de 12 

clones isolados transfectados com os respectivos vetores foram transferidos e 

cultivados em poços (placas de 6 poços) e submetidos à amplificação do DNA de 

interesse por tratamento com MTX. 

4.2.2. Amplificação gênica dos clones positivos 

A amplificação dos genes da endostatina e do DHFR foi realizada pela 

adição de concentrações crescentes de MTX (20, 80, 320, 1280 nM MTX). O vetor 

pED foi também tratado da mesma maneira. Durante a amplificação alguns clones 

não se multiplicaram bem e morreram. Foram finalmente obtidos dois clones 

transfectados com o plasmídeo pED-endo, quatro clones transfectados com o 

plasmídeo pED-(his)6-met-endo e dois clones transfectados com o plasmídeo pED. 

Os clones que expressaram maiores níveis de endostatina e (his)6-met-

endostatina foram selecionados pela análise por SDS-PAGE e Western blotting 

(dados não mostrados) dos meios condicionados das células transfectadas com os 

respectivos vetores. 

4.3 Caracterização e quantificação das proteínas recombinantes 

4.3.1 Meio condicionado 

A obtenção do meio condicionado dos clones expressando endostatina ou 

a proteína de fusão na presença ou ausência de soro fetal bovino, foi realizada para 

determinar se existe uma diferença significativa na expressão das proteínas 

recombinantes na presença ou ausência de soro fetal bovino. Para a análise por 
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SDS-PAGE e Western blot, o volume de meio condicionado foi normalizado de 

acordo com o número de células para eliminar variações na densidade celular. 

O meio condicionado de um clone expressando a (his)6-met-endostatina 

nas diferentes etapas de amplificação por MTX, foi coletado com o intuito de se 

verificar o incremento dos níveis de endostatina a cada passo de amplificação gênica 

por tratamento com MTX. 

4.3.2. SDS-PAGE 

Amostras do meio condicionado produzido pelos diferentes clones das 

células CH0-DXB11 transfectadas com o vetor pED-endo ou pED-(his)6-endo, foram 

analisadas por SDS-PAGE, após o último passo de amplificação seqüencial 

(utilizando 1280 nM MTX), para a seleção dos clones que expressaram maiores 

níveis de endostatina e (his)6-met-endostatina. Assim foram selecionados dois 

clones, um expressando endostatina e outro expressando (his)6-met-endo com os 

quais se deu continuidade ao nosso trabalho. 

Na FIGURA 4 é mostrado o SDS-PAGE de um clone selecionado 

expressando endostatina o qual foi tratado com concentrações crescentes de MTX. 

Enquanto a banda correspondente à endostatina não é visível nas colunas 

correspondentes às células não transfectadas e às células selecionadas com 20 nM 

MTX, esta pode ser observada quando maiores concentrações de MTX foram 

utilizadas: 80, 230, 1280 nM. O incremento dos níveis de endostatina no meio 

condicionado é devido à amplificação do número de cópias do gene da endostatina 

nos cromossomos das células transfectadas. 

CQ l̂SSÂíJ híACíOiíAL Dt ÍMmA NÜCLf AR/SP-iPiif»' 
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1 2 3 4 

45 kDa „ 

30 kDa -

20,1 kDa -

FIGURA 4 - Análise por SDS-PAGE (12%) da endostatina obtida no meio de 
cultura condicionado de 24 horas de células CH0-DXB11 transfectadas não 
tratadas ou tratadas com concentrações crescentes de MTX. Os volumes 
aplicados no gel (máximo de 20 \x\) foram normalizados para eliminar variações 
na densidade celular. Coluna 1, células não selecionadas. Coluna 2, células 
selecionadas com 20 nM de MTX. Coluna 3, células selecionadas com 80 nM de 
MTX. Coluna 4, células selecionadas com 320 nM de MTX. Coluna 5, células 
selecionadas com 1280 nM de MTX. 
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A análise de endostatina e (his)6-nriet-endostatina por SDS-PAGE 

confirmou que a proteína de fusão tem um peso molecular ligeiramente maior que a 

proteína auténtica como podemos observar na FIGURA 5. 

Células transfectadas cultivadas sem soro fetal bovino produziram 

endostatina e (his)6-met-endostatina com baixos níveis de contaminantes os quais 

podem ser observados como bandas fracas de alto peso molecular (FIGUIRA 5). 

Na FIGURA 5 as bandas de (his)6-met-endostatina (coluna 2) e 

endostatina (coluna 3) contém aproximadamente 0,12 \xg e 0,19 ng, 

respectivamente, determinados por ELISA. 

45 kDa 

30 kDa 

20,1 kDa — 
14,3 kDa ^ 

FIGURA 5 - Análise por SDS-PAGE (12%) corado por Coomassie blue 
R-250 de amostras obtidas do meio condicionado de 24 horas (o 
volume aplicado para cada amostra foi de 20 fiL). Coluna 1, meio 
condicionado de células não selecionadas. Coluna 2, meio 
condicionado de um clone expressando (his)6-met-endostatina. Coluna 
3, meio condicionado de um clone expressando endostatina. 
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Na FIGURA 6 podemos observar os mesmos resultados que no gel 

anterior, com a diferença que foram utilizados como controles negativos as células 

CH0-DXB11 não transfectadas e células transfectadas com o vetor pED sem o gene 

da endostatina, o último após a última etapa de amplificação do gene da DHFR por 

tratamento com MTX (1280 nM). Ao passo que não se observa a presença de 

bandas nos controles negativos (colunas 1 e 2) há presença das mesmas na altura 

do peso molecular da endostatina (20 kDa) quando sobrenadantes de células 

transfectadas com os vetores de expressão pED-(his)6-met-endo e pED-endo foram 

aplicados no gel (colunas 3 e 4 respectivamente). 

1 

45 kDa -

30 kDa -

20,1 kDa -

14,3 k D a -

FIGURA 6 - Análise por SDS-PAGE (12%) corado por Coomassie blue R-250 
de amostras obtidas do meio condicionado de 24 horas de células CHO-
DXB11 não transfectadas ou transfectadas com o vetor de expressão 
contendo ou não o gene da endostatina. Coluna 1, meio condicionado de 
células não transfectadas. Coluna 2, meio condicionado de um clone 
transfectado com o vetor pED sem o gene da endostatina. Coluna 3, meio 
condicionado de um clone expressando (his)6-met-endostat¡na. Coluna 4, 
meio condicionado de um clone expressando endostatina. 
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4.3.3. Western blotting 

Utilizando-se amostras do meio condicionado de 24 horas das células 

transfectadas com os vetores pED-endo e pED-(his)6-met-endo foi realizado um 

Western Blot. Foi utilizado como controle negativo o meio condicionado de 24 horas 

de células CH0-DXB11 não transfectadas. 

Observou-se a expressão de endostatina recombinante e (his)6-met-

endostatina pelas células transfectadas, pela visualização de uma banda, para cada 

proteína recombinante, de aproximadamente 20 KDa, correspondente a massa 

molecular da endostatina como poder ser observado na FIGURA 7, confirmando a 

atividade imunológica das proteínas recombinantes secretadas pelos clones 

selecionados. 

40 kDa — 

30 kDa — 

20,1 kDa — 

14,3 kDa — 

FIGURA 7 - Análise por Western-blot do meio condicionado dos clones 
selecionados com 1280 nM MTX. Coluna 1, células CHO não 
transfectadas. Coluna 2, clone expressando (his)6-met-endostatina. Coluna 
3, clone expressando endostatina. 
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4.3.4. Níveis de expressão das proteínas recombinantes 

Os níveis de endostatina e (liis)6-met-endostatina secretados pela 

linhagem celular mutante CH0-DXB11 transfectadas com os correspondentes 

vetores de expressão e tratadas com 1280 nM de MTX, obtidos por ELISA, estão 

apresentados na TABELA 1. 

TABELA 1 

Níveis de expressão de endostatina e (his)6-met-endostatina pelas células 

CHO transfectadas 

pED-endo pED-(his)6-met-endo 

(pg/l 0^ células) (pg/10^ células) 

Meio com 10% SFB 1 9 ^ 28^8 

Meio sem SFB 18,5 14,4 

Células propagadas por 18,5 

um més sem MTX 

Os resultados mostram determinação por ELISA do meio condicionado de 24 

horas. 

* Dado não determinado 

É interessante observar que ausência de soro fetal bovino no meio de 

cultura não afetou significativamente os níveis de endostatina no meio condicionado. 

No caso da (his)6-met-endostatina houve uma queda maior nos níveis desta proteína. 

A ausência de MTX no meio de cultura por um mês não afetou a 

expressão da endostatina, o que indica a estabilidade do vetor nas células 

transfectadas. 
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4.3.5. Espectrometria de massa (ÍVIALDI-TOF) 

Para se determinar a massa precisa das proteínas recombinantes 

endostatina e (his)6-met-endostatina presentes no sobrenadante de células 

transfectadas com os respectivos vetores de expressão, amostras das mesmas 

foram submetidas à espectrometria de massa MALDI-TOF. A massa molecular 

obtida para endostatina recombinante foi de 20029 Da (FIGURA 8) compatível com o 

valor da endostatina nativa e para a proteína de fusão, (his)6-endostatina, a massa 

molecular foi de 21094 Da (FIGURA 10), apresentando um peso molecular 

ligeiramente maior se comparado com a proteína auténtica como foi, também, 

observado na análise por SDS-PAGE. Os valores de massa molecular das proteínas 

recombinantes estão de acordo com os valores teóricos calculados de 20375 e 

21330 respectivamente (EXPASY, http://wvvw.expasv.orq/cqi-bin/Drotparam). 

Podemos ressaltar que esses cromatogramas foram obtidos de amostras não 

purificadas de meios condicionados e assim mesmo pode se obsen/ar claramente 

que os picos majoritários são das proteínas recombinantes de interesse. Como 

controles negativos foram utilizados o meio de cultura a-MEM sem ribonucleosídeos 

e deoxiribonudeosídeos e o sobrenadante de células CH0-DXB11 não 

transfectadas. Em ambos casos, como esperava-se, não se observou a presença de 

picos correspondentes à massa molecular da endostatina (FIGURAS 11 e 9 

respectivamente). 

É interessante observar picos de aproximadamente 8300 e 4500 Da 

(FIGURAS 8, 9 e 10) que aparecem nos sobrenadantes das culturas CHO 

transfectadas ou não com os vetores contendo o gene da endostatina. 

Provavelmente se tratem de proteínas não relacionadas à endostatina e que são 

expressas por esta linhagem celular em cultura. 

http://wvvw.expasv.orq/cqi-bin/Drotparam
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FIGURA 8 - Espectrometria de massa (MALDI-TOF) de uma amostra de endostatina recombinante. Os resultados 
sáo expressos como a razáo massaf'carga. O pico majoritário de 20029 Da corresponde à endostatina 
recombinante. 
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FIGURA 9 - Espectrometria de massa (MALDI-TOF) do sobrenadante de células CH0-DXB11 não 
transfectadas. Os resultados sáo expressos como a razáo massa/carga (m/z). 
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FIGURA 10 - Espectrometria de massa (MALDI-TOF) de uma amostra de (hisje-met-endostatina. Os resultados sáo 
expressos como a razão massa/carga. O pico majoritário de 21094 Da corresponde à massa da proteína de fusão. 
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FIGURA 11 - Espectrometría de massa (MALDI-TOF) do meio de cultura a-MEM. Os resultados são 
expressos como a razão massa/carga (rn/z). 
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4.3.6. Seqüênciamento dos aminoácidos da porção N-termínal 

Os primeiros aminoácidos N-terminais da endostatina determinados via 

degradação de Edman foram HTHQDFQ, iguais aos da proteína nativa. Para (His)6-

met endostatina, a seqüência N-terminal dos aminoácidos foi HHHHHH(H)IVI. A 

histidina adicional encontrada pode ser devida a um pico residual de ciclos prévios 

ou à dificuldade da leitura dos resíduos de histidina na membrana PVDF. Os 

resultados indicam que o peptídeo sinalizador foi corretamente clivado pela 

peptidase sinal. 

4.4. Atividade biológica 

A atividade biológica das preparações de endostatina foi determinada no 

meio condicionado produzido pelas células CHO pela sua atividade inibitória sobre a 

proliferação celular das células endoteliais C-PAE estimuladas com bFGF. Os efeitos 

inibitórios da endostatina e da tag-endostatina foram determinados pelo decréscimo 

da incorporação de timidina e são mostrados na FIGURA 12. As duas proteínas 

recombinantes inibiram a replicação das células endoteliais bovina de um modo 

dose-dependente e mostraram efeitos inibitórios similares. A extensão da inibição (de 

O a 91,4% do controle) foi proporcional ao incremento das concentrações de 

endostatina (de 0,8 a 114fig/mL). Com a finalidade de se eliminar a possibilidade de 

que a inibição do crescimento das células endoteliais fosse causada por um produto 

secretado pelas células CHO que nao fosse a endostatina, o meio condicionado de 

células CHO transfectadas com o vetor pED sem o gene da endostatina e 

carregando cópias amplificadas do gene do DHFR foi testado, sendo de 8% a 

inibição do crescimento das células C-PAE. 
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FIGURA 12 - Ensaio de proliferação celular. Endostatina murina 
recombinante (•) e (his)6-met-endostatina ( ) expressas pelas células 
CHO transfectadas foram testadas pela sua habilidade de inibir a 
porcentagem de incorporação de ^H-timidina às células C-PAE. Meio 
condicionado de células CHO que foram transfectadas com o vetor pED 
foi utilizado como controle(«). 

4.5. Perfil de crescimento celular 

Com o intuito de determinar se há modificações no perfil de crescimento 

das células não transfectadas ou transfectadas com os vetores de expressão, na 

presença ou ausência de MTX, foram construídas curvas de crescimento e foi 

determinado o tempo de duplicação para cada condição. A partir dos dados obtidos 

nas contagens foram construídas três curvas de crescimento e foi calculado o tempo 

de duplicação para cada condição. (FIGURAS 13, 14 e 15). 
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FIGURA - 13 Curva de crescimento da linhagem celular CH0-DXB11 
não transfectada. As setas indicam os pontos entre os quais foi 
calculado o tempo de duplicação (Dt) e as barras mostram o desvio 
padrão das amostras. 
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FIGURA 14 - Curva de crescimento do um clone transfectado com o 
vetor pED-(his)6-met-endo já selecionado e na sua última etapa de 
amplificação por MTX (1280 nM) mantido na ausencia do mesmo. As 
setas indicam os pontos entre os quais foi calculado o tempo de 
duplicação (Dt) e as barras mostram o desvio padrão entre as 
amostras. 
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FIGURA 15 - Curva de crescimento do um clone transfectado com o 
vetor pED-(his)6-met-endo selecionado e na sua última etapa de 
amplificação por MTX (1280 nM) mantido na presença de 1280 nM de 
MTX. As setas indicam os pontos entre os quais foi calculado o tempo 
de duplicação (Dt) e as barras mostram o desvio padrão das 
amostras. 
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FIGURA 16 - Curvas de crescimento de células transfectadas ou não 
com o vetor de expressão pED-(his)6-endo na presença ou ausência de 
MTX. O clone expressando (his)6-met-endostatina foi denominado 11-6. 
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Os resultados mostram que as células CH0-DXB11 possuem um tempo 

de duplicação menor, de 14,5 horas, apresentando uma maior velocidade de 

crescimento se comparada com o clone transfectado na presença ou ausência de 

MTX, ambos com o mesmo tempo de duplicação, de 18,4 horas. 

Na FIGURA 16 podemos observar os perfis de crescimento celular 

correspondentes às células CH0-DXB11 não transfectadas, um clone transfectado 

com o vetor pED-(his)6-endo após a última etapa de amplificação por MTX (1280 nM) 

mantido na ausência de MTX e o mesmo clone mantido na presença de 1280 nM 

MTX. A velocidade de crescimento tanto na presença quanto na ausência de MTX 

não foi afetada, sendo os tempos de duplicação similares para ambos casos. Isto se 

deve ao fato que os DNAs amplificados são estáveis nas células transfectadas e 

selecionadas com MTX, sob propagação na ausência de MTX. 

4.6 Ensaio de cultura de células CHO expressando endostatina no dispositivo 

Theracyte "in vitro" 

Na FIGURA 17 pode-se obsen/ar o Western blot das amostras do 

sobrenadante da cultura das células incubadas no dispositivo e na garrafa. Nesta 

figura, não se pode observar a presença de endostatina no sobrenadante das células 

implantadas no dispositivo, enquanto o sobrenadante das células incubadas na 

garrafa mostra a presença de uma banda com atividade imunológica contra as 6 

Histidinas. No segundo experimento, em que se implantou um número menor de 

células (2 X 10^) e um tempo de incubação maior (5 dias), também não foi observada 

banda de endostatina no Western blot. Aparentemente as células não ficaram viáveis 

dentro do dispositivo de imunoisolamento e por isso não se pode observar bandas de 

endostatina nas colunas correspondente às amostras dos sobrenadantes das células 

implantadas no dispositivo (colunas 3 e 4), 
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20,1 kDa -

FIGURA 17 - Western blot dos sobrenadantes das células CH0(pED-(his)6-
met-endo). Coluna 1. Padrão de (his)6-met-endostatina; Coluna 2. Meio 
condicionado (24 horas) de 1 x 10^ células em garrafa. Coluna 3) Meio 
condicionado (24 horas) de 1 x 10'' células no dispositivo; Coluna 4) Meio 
condicionado (120 horas) de 2 x 10^ células no dispositivo. 

Na FIGURA 18 se pode ver a fotografia da lâmina de histologia do 

dispositivo após 3 semanas de incubação "in vitro". Não se podem observar células 

viáveis. Este dado não é de todo inesperado 3 semanas é um tempo muito grande 

para incubação de células em meio de cultura hco contendo SFB. No entanto, 

quando o experimento foi repetido com menos tempo (5 dias) os dados foram 

semelhantes, isto é, as células também não apresentavam núcleo. 

ü 

FIGURA 18 - Lâmina de corte histológico corado com hematoxilina 
eoxina de células CHO(pED-(his)6-met-endo) incubadas em cultura no 
dispositivo Theracyte por 21 dias. 
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5. DISCUSSÃO 

A expressão de altos níveis de endostatina recombinante, a partir de uma 

linhagem de células CHO estavelmente transfectadas com o gene da endostatina foi 

realizada a partir da utilização do vetor dicistrônico, pED, que contém como marcador 

gênico amplificável o gene da DHFR. 

A escolha pela utilização de um vetor dicistrônico pED foi realizada com o 

objetivo de obter maiores níveis de expressão da endostatina recombinante, já que 

em um trabalho de pesquisa anterior a este foram obtidos níveis baixos da 

endostatina e (his)6-met-endostatina mediante a transfecção de células murinas 

LM(TK-) com os vetores pSecTag2-endo e pSecTag2-(his)6-met-endo e seleção dos 

clones resistentes á higromicina, o que resultou em clones expressando níveis de 

380 ng de endostatina/10^ células/dia e 55 ng (his)6-met-endostatina/10^ células/dia. 

Como esses níveis foram muito baixos, o vetor foi trocado pelo vetor pED, usando as 

células CH0-DXB11 deficientes em DHFR como hospedeiras para alcançar altos 

níveis de expressão de endostatina. 

O vetor pED já foi utilizado para a transfecção de células CH0-DXB11 no 

Centro de Biologia Molecular, tendo sido obtidos bons níveis de expressão de 

prolactina e de hormônio tireotrófico humanos (30 mg/L e 3,5 mg/L respectivamente 

quando cultivados em placas de cultura e 150 mg/L e 20 mg/L respectivamente 

quando foi utilizado um biorreator tipo "holow fiber"), conforme podem ser verificados 

nos trabalhos de Soares e col.(2000) e Peront e col.(2002). 

A linhagem celular CHO é uma das linhagens mais utilizadas como 

hospedeira para a expressão estável de proteínas recombinantes em células de 

mamífero (53) pois apresenta produtos com uma comprovada similaridade com os 

equivalentes naturais, níveis de produção elevados, adaptando-se bem à ausência 

de soro e crescendo tanto aderidas à superfície como em suspensão (42). Além 

disso células eucariotas possibilitam a obtenção de proteínas recombinantes na 
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forma solúvel e biologicamente ativas, enquanto que proteínas expressas em 

bactérias são freqüentemente obtidas na sua forma insolúvel e possivelmente 

inativas (27). Assim, o presente trabalho descreve altos níveis de síntese de 

endostatina e de sua proteína de fusão ((his)6-met-endo). Uma estratégia de 

amplificação gênica usando como marcador selecionável e amplificável, o gene do 

DHFR foi seguida. A ampla utilização do sistema de seleção baseado no DHFR se 

deve ao seu alto potencial de amplificação e à existência de mutantes de células 

CHO deficientes em DHFR (CH0-DXB11)(80) que possibilitam uma seleção imediata 

das células transformadas em meio de cultura na ausência de nucleosídeos. 

A utilização do vetor de expressão dicistrônico, pED, que contém um sítio 

interno de ligação aos ribossomos isolado do vírus da EMC (41), foi fundamental 

para alcançar uma eficiente amplificação gênica. Uma vantagem deste sistema é que 

a manutenção das condições de seleção não são imprescindíveis. A presença do 

fragmento EMC em construções dicistrônicas possibilita a obtenção de altos 

rendimentos proteicos que se mantém estáveis mesmo na ausência dos respectivos 

agentes de seleção/amplificação (64). Foi demostrado por Kaufman e cois (1991) 

que graças a esta modificação, os vetores construídos estão menos sujeitos a 

deleções ou rearranjos de DNA, sendo portanto mais úteis para a obtenção mais 

rápida de clones com altos níveis de expressão estável de genes heterólogos em 

células eucariotas (41). Vetores dicistrônicos que contêm a seqüência EMC foram 

utilizados na obtenção de altos níveis de expressão (28.ug/10^ células/dia) de uma 

imunoglobulina de cadeia pesada (82). 

Células CHO transfectadas e selecionadas na presença de MTX utilizadas 

para amplificação de genes heterólogos têm provado ser estáveis sob propagação 

na ausência de MTX como foi comprovado no presente trabalho. Quando um clone 

expressando endostatina foi propagado durante um mês na ausência de MTX, os 

níveis de expressão da proteína recombinante foram similares aos obtidos pelo 

mesmo clone durante a última etapa de tratamento com MTX (18,5 ug/ 10^ células), 

o que indica estabilidade do vetor nas células transfectadas. A ausência dessa 

substância tóxica durante a produção de uma proteína para uso terapêutico contra o 

câncer é extremamente importante. 
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As células CHO DXB11 transfectadas com o vetor pED, na ausência do 

gene da endostatina e com passagens por todas as etapas de amplificação gênica 

por tratamento com MTX, foram utilizadas como controle negativo, juntamente com 

as células CH0-DXB11 não transfectadas. 

O desempenho dos vetores foi confirmado experimentalmente e a 

secreção de endostatina e (his)6-met-endostatina pelos clones mais produtivos de 

cada construção foi alta. Foram obtidos clones, os quais secretam 78 mg/L de 

endostatina e 114 mg/L de (his)6-met-endostatina. Estes são os maiores níveis de 

expressão de endostatina recombinante descritos na literatura. 

Altos níveis de expressão de endostatina murina recombinante mediante 

transfecção estável de células de mamíferos ainda não foram descritos na literatura, 

no entanto foi descrita a expressão de endostatina recombinante secretada para o 

meio de cultura de E. co//transformadas (40 mg/L) (83), Dhanabal e col. (1999a e 

1999b) descreveram a obtenção de endostatina humana e murina recombinantes por 

Pichia pastoris transfectadas (10-20 mg/L) e também foi obtida a transfecção estável 

de um plasmídeo para a produção de endostatina recombinante utilizando células S2 

de Drosophila melanogaster como hospedeiras (0,5 mg/L)(70). 

A ausência de soro no meio de cultura não afetou significativamente os 

níveis de expressão da endostatina recombinante (18,5 |Lig/10^ células) como foi 

comprovado no nosso trabalho. A ausência do suplemento de soro no meio no qual a 

proteína de interesse é secretada é desejável pois facilita o processamento do 

produto e minimiza problemas relacionados ao uso desse componente heterogêneo. 

A otimização da produção de endostatina num biorreator tipo "holiow fiber" 

poderia gerar uma proteína recombinante altamente concentrada, como já descrito 

na produção de prolactina humana usando tal sistema de expressão (78) com um 

incremento de acima de 30 vezes na concentração da prolactina quando comparada 

com a sua produção em placas de cultura. 

Os clones transfectados com os vetores pED-endo e pED-(his)6-met-endo 

mostraram um aumento significativo na secreção das proteínas recombinantes 

durante as sucessivas etapas de amplificação por tratamento com MTX. O 

incremento dos níveis das proteínas recombinantes no meio condicionado foi devido 
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à amplificação do número de copias do gene da endostatina nos cromossomas das 

células transfectadas. Gomo é descrito na literatura, genes amplificados de forma 

estável são geralmente integrados ao cromossomo do hospedeiro e são 

freqüentemente associados com à expansão de regiões do cromossomo chamadas 

"regiões homogeneamente coradas" (40). 

A presença de bandas com pesos moleculares correspondentes ao peso 

molecular da endostatina (20 kDa) no Western blot confirmou que as proteínas 

recombinantes são ativas imunologicamente. 

O peptídeo sinalizador possibilita a secreção das proteínas recombinantes 

para o meio extraceiuiar. A presença de seqüências para um peptídeo sinalizador 

nas construções vetoriais pED-endo e pED-(his)6-met endo é impreescindível pois a 

endostatina é um fragmento C-terminal do colágeno XVIII e portanto não possui tal 

sinal. 

De acordo com os dados obtidos pelo seqüênciamento N-terminal, o 

peptídeo sinalizador foi corretamente clivado durante a secreção das proteínas 

permitindo a produção e secreção de endostatina e (his)6-met-endostatina. 

As células C-PAE foram utilizadas para se avaliar o efeito antiproliferativo 

de endostatina sobre as células endoteliais. Esta linhagem celular foi descrita como 

uma das que permite uma resposta reprodutível da inibição da proliferação (16) 

sendo por este motivo utilizada no presente estudo. 

Além da endostatina, a (his)6-met-endostatina foi também produzida pois a 

tag histidina pode ser usada para a punficação da proteína de fusão por meio da 

utilização de resinas contendo metais imobilizados (IMAC). Outra vantagem da 

presença das 6 histidinas é o potencial uso de anticorpos anti-histidina para 

caractenzação e quantificação da proteína de fusão. Tais anticorpos estão 

comercialmente disponíveis a preços menores que anticorpos específicos para a 

endostatina. Como indicado pelo ensaio de proliferação de células C-PAE, a 

atividade biológica da (his)6-met-endostatina é comparável ao da proteína natural, 

sugerindo que a presença da histidina na endostatina pode ser usada, por exemplo, 

como marcador para experimentos "in vivo". (16). 
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A espectrometria de massa (MALDI-TOF) foi executada para se 

determinar a massa exata das proteínas recombinantes, obtendo-se picos 

majoritários com valores de 20029 e 21094 Da correspondentes à endostatina 

recombinante e (his)6-met-endostatina respectivamente, estes valores estão de 

acordo com os valores teóricos calculados de 20375 e 21330 Da respectivamente 

(EXPASY, http://www.expasv.org/cqi-bin/protparam) As análises foram realizadas 

em amostras não purificadas de meios condicionados, e mesmo assim, se observou 

claramente que os picos majoritários são os pertencentes ás proteínas 

recombinantes de interesse. Podemos também observar a presença de picos 

minoritários de aproximadamente 4500 Da e 8300 Da que aparecem nos 

sobrenadantes das culturas de células CHO transfectadas ou não com os vetores 

contendo o gene da endostatina. É provável que sejam proteínas expressas por esta 

linhagem celular sem relação com a endostatina. 

O perfil de crescimento celular da linhagem celular CH0-DXB11 

transfectada ou não com o vetor de expressão, foi avaliado para verificar as 

possíveis modificações no mesmo, após a transfecção com os vetores de expressão. 

Verificou-se que a velocidade de crescimento foi diminuída após a transfecção, como 

observado pela aumento do tempo de duplicação para as células transfectadas com 

o vetor expressando (his)6-met-endostatina. Também foi observado que a presença 

ou ausência de MTX no meio de cultura não afeta a velocidade de crescimento do 

clone transfectado com o vetor pED-(his)6-met-endo já amplificado por tratamento 

com MTX. Estes dados portanto confirmam que as proteínas recombinantes obtidas 

após a transfecção de vetor pED, são expressas estavelmente e em altos níveis 

possibilitando processos de purificação e otimização de sua produção. 

Em um projeto relacionado pretende-se implantar as células CHO 

secretando endostatina murina em dispositivos de imunoisolamento para tratamento 

de camundongos com tumores sólidos. Para tanto foi imprescindível a obtenção de 

células de mamífero que apresentassem altos níveis de proteína secretada e com 

expressão estável, mesmo na ausência do agente de seleção. 

A ausência de endostatina no sobrenadante da cultura de 10^ células 

CHO (pED-(his)6-met-endo) implantadas nos dispositivos de imunoisolamento foi 

http://www.expasv.org/cqi-bin/protparam
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inesperada para nós. Segundo o trabailio de IVlcKenzie e cois (2001) 2x10^ células 

CHO Implantadas no mesmo tipo de dispositivo e cultivadas In vitro" sobreviveram 

bem em cultura por 4 dias, inclusive apresentando células em mitose, enquanto 

outros tipos celulares não sobreviveram tão bem. A mesma viabilidade das células 

CHO foi também observada pelos autores quando os dispositivos foram implantados 

em camundongos scid. Nosso experimento foi repetido com um número menor de 

células (2 X 10^) a fim de reproduzir o experimento de McKenzie e cois (2001), mas o 

mesmo resultado foi observado: ausência de endostatina no sobrenadante e baixa 

viabilidade celular no dispositivo. Esse experimento deverá ser melhor estudado e 

possivelmente repetido. 
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6. CONCLUSÕES 

Foram obtidos altos níveis de expressão de endostatina murina 

recombinante e da proteína de fusão ((his)6-met-endostatina) após a transfecção do 

vetor de expressão pED na linhagem celular mutante CH0-DXB11. 

As proteínas recombinantes apresentam pesos moleculares compatíveis 

com a proteína autêntica, com seqüênciamento N-terminal correto, e demonstrando 

ter atividade biológica e imunológica para ambas proteínas. 

A ausência das condições de seleção não afeta a estabilidade da 

expressão das proteínas recombinantes nem o perfil de crescimento das células 

transfectadas, o que indica a estabilidade do vetor nas células transfectadas. 
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