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RESUMO

O Grupo de Hormonios do Centro de Biotecnologia do IPEN tem desenvolvido varias
linhagens de células de ovario de hamster chinés (CHO) modificadas geneticamente e
comprovadamente eficientes na expressao de proteinas heterélogas, dentre elas a prolactina
humana (hPRL). No entanto, todas as nossas linhagens sdo cultivadas aderidas e
dependentes da presenca de soro fetal bovino (SFB) no meiode cultivo para um crescimento
eficiente. Nesse trabalho foi realizada a adaptacdo da nossa linhagem produtora de hPRL
para o crescimento em suspensao e na auséncia de SFB. As células em suspenséo apresentam
um grande interesse industrial-farmacéutico, tanto pela facilidade de cultivo e ampliacéo de
escala, como pela produtividade volumétrica. Os estudos para adaptacdo dessas células
foram realizados com base no protocolo descrito por Sinacore e colaboradores (2000). Desta
forma foi realizada uma producdo laboratorial de hPRL em frascos "spinner™ por 30 dias
consecutivos, assim com, a sua purificagao e caracterizagéo.
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INTRODUCAO

A hPRL, um hormonio proteico primariamente secretado pela glandula hipofisaria anterior,
¢ conhecida principalmente por estimular o desenvolvimento da glandula mamaria e a
lactagdo (Riddle et al., 1933). Possui agao direta no controle do ciclo celular, na promogao da
diferenciag¢do ¢ da apoptose (Walker, 2001 e 2007). Dados da literatura indicam o potencial
uso clinico da hPRL apoés transplante de medula 6ssea, por estimular a hematopoiese e a
recuperacdo imune, ou na reversao da mielossupressao induzida por azidotimidina ou por
terapias mielo-ablativas (Woody et al., 1999). Estudos indicam também sua potencial
aplicagdo como agente imunoterapico nos casos de infeccdo por HIV e outras possiveis
aplicagOes clinicas ainda estdo em fase de estudo (Soares et al., 2000 e 2006). Evidéncias
como a secre¢do ¢ a acao local da hPRL (efeito autdcrino/pardcrino) relacionam este
hormoénio com o desenvolvimento de cancer de mama e de prostata (Ginsburg e Vonderhaar,
1995; Reynolds et al., 1997; Llovera et al., 2000).

Células cultivadas em laboratorio possuem diferentes exigéncias daquelas encontradas
quando integradas a um organismo vivo. Estas exigéncias, fundamentais para a sobrevivéncia
celular, também diferem de célula para célula, conforme a espécie animal que a originou, os
tecidos de origem ou o grau de adaptacdo destas células em cultura. Basicamente, existem
dois métodos para o cultivo de células: o que utiliza células que necessitam de um suporte
para crescimento e o que utiliza células ndo aderentes, ou seja, que crescem em suspensao.
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Como descrito por Sinacore e colaboradores (2000), algumas células tém a capacidade de se
multiplicar em suspensdo (ndo aderidas a suportes), proporcionando o estabelecimento de
bioprocessos simplificados e de menor custo. Tipos celulares como as células CHO, utilizadas
neste trabalho, originalmente dependem de adesdo para seu crescimento, mas segundo
Sinacore e colaboradores (2000), estas podem ser adaptadas ao crescimento em suspensao.

Células cultivadas em suspensdo apresentam um grande interesse industrial-farmacéutico,
tanto pela facilidade de cultivo e ampliacdo de escala, como pela produtividade volumétrica,
podendo atingir densidades celulares superiores a 4x10° células/mL. O cultivo em suspensdo
dessas células apresenta uma série de vantagens econdmicas, especialmente a eliminagao de
reagentes de alto custo, como o SFB que apresenta uma composicdo variavel entre os lotes.

As células CHO sao as mais utilizadas para a sintese de biofarmacos, especialmente para a
obtencdo de glicoproteinas terapéuticas de interesse farmacéutico, como recentemente
revisado pelo nosso grupo de pesquisa do Centro de Biotecnologia do IPEN (Ribela et al.,
2003). Essas células sdo consideradas geneticamente estaveis e relativamente seguras quanto
a contaminagao por agentes infecciosos e patogénicos.

Os objetivos deste trabalho foram: a) adaptagdo da linhagem celular produtora de hPRL
para o crescimento em suspensdo na auséncia de SFB; b) estudar processos de producdo por
longos periodos (30 dias); c) realizar uma producdo laboratorial a partir do cultivo em frascos
"spinner" seguido de purificagdo e caracterizagdo da hPRL.

MATERIAL E METODOS

Linhagem celular - Para a produgdo de hPRL, foi utilizada uma linhagem de células CHO,
dependentes de ancoragem, CHO-hPRL (Soares et al., 2000).

Adaptagdo ao crescimento em suspensdo - Inicialmente, as células CHO cultivadas
aderidas em placas foram adaptadas ao crescimento em "serum free medium" substituindo-se
gradualmente o meio original a-MEM por CHO-SFM 1I (Invitrogen). Durante essa etapa o
cultivo foi realizado na presencga de 10% de soro fetal bovino (SFB). Duas passagens apos a
adaptacdo ao meio CHO-SFM-II, o SFB foi retirado gradualmente até sua completa
eliminagdo. A seguir, as células foram ressuspensas utilizando-se tripsina e cultivadas em
suspensdo, em meio CHO-SFM II sem SFB, ainda em placas. Apos obtencdo de biomassa
suficiente iniciou-se o cultivo em frasco "spinner": 50 mL de meio com ~200.000 cél/mL e
com agitacdo de 50 a 60 RPM, 5% de CO, , a 37°C. A concentracdo celular foi mantida entre
2x10° e 1 x 10° céls/mL e quando o tempo de duplicagdo celular ficou proximo a 24h, como
observado no cultivo tradicional, a adaptagdo ao crescimento em suspensdo foi considerada
concluida.

Producdo Laboratorial - A partir das células CHO-hPRL adaptadas ao crescimento em
suspensdo foram realizados estudos de crescimento e expressdo em frascos "spinner",
utilizando o meio CHO-S-SFM II. Foram comparados dois processos: 1) Crescimento em
"spinner" com capacidade nominal de 250 mL com troca diaria de 100% do meio de cultivo,
por 30 dias consecutivos, mantendo o niimero de células entre 1x10° e 3x10° células/mL de
meio (volume de trabalho: 50 mL, incubagdo a 37°C, 5% de CO; a 60 RPM); 2) Crescimento
em "spinner", nas mesmas condi¢des de cultivo antes mencionado, porém com a troca diaria
de 50% do meio de cultivo de um volume de trabalho de 100 mL. Nessas condi¢des o nimero
de células se manteve entre 0,4)(106 e l,2x106 cé¢lulas/mL de meio. Foram separadas fragdes
das coletas diarias para andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(RP-HPLC) (Soares, 2002), SDS-PAGE e Western Blotting.

Purificagdo da proteina - Foi realizada com base em protocolos de purificagdo protéica, ja
em uso no laboratorio, seguindo técnicas cromatograficas convencionais (Soares et al., 2006).



Atividade bioldgica - Foi determinada através de bioensaios de proliferagdo celular: um
com células de linfoma de rato, Nb2 (Tanaka et al., 1980), e outro com células de
camundongo pro-B Ba/F;-LLP. Essa tltima linhagem foi transfectada com um plasmideo que
codifica o receptor de hPRL (Glezer et al., 2006).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A linhagem CHO-hPRL, apresentou uma adaptacdo rapida e relativamente facil. Células
ainda aderidas e cultivadas em placas foram adaptadas com o meio "free serum" CHO-S-SFM
II. Apos a retirada gradual do SFB as células foram inicialmente cultivadas em suspensdo, em
placa de cultivo, portanto em condic¢des estaticas. Essa estratégia original mostrou-se eficiente
e apos algumas passagens iniciou-se o cultivo em "spinner". Esse processo durou cerca de
dois meses. As células apresentaram um crescimento otimizado com agitagdo entre 50 ¢ 60
RPM, e os aglomerados de células, observados durante o cultivo em placas, praticamente
foram eliminados (Figura I).

Realizamos dois experimentos de produ¢do em paralelo, um com troca didria de 50% do
meio de cultivo e o outro com 100%, durante 30 dias. Observamos que a produg¢do de hPRL
em ambos os experimentos se manteve constante na ordem de 5 pg/mL de meio de acordo
com as analises por RP-HPLC e Western Blotting (Figura II).

A purificacdo da hPRL ocorreu em duas etapas, o meio condicionado foi concentrado e a
hPRL parcialmente purificada por uma cromatografia de troca catidnica (Figura III). A fracao
com melhor relagdo hPRL x pureza (#28) foi concentrada aproximadamente 8 vezes por
centrifugacdo, utilizando sistema Millipore Amicon Ultra-4. Uma aliquota de 280 puL da
amostra concentrada foi aplicada em cromatografia liquida de alto desempenho de exclusao
molecular (HPSEC), utilizada desta vez como coluna preparativa (Figura IV). O pico de
hPRL (Tr = 19,34 min) foi coletado para caracterizacdo fisico-quimica por RP-HPLC e
HPSEC (Figura V) e biologica, utilizando células cuja proliferagdo ¢ dependente da hPRL
(Figura VI).
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Figura I: Microscopia oOptica de células CHO-hPRL cultivadas em suspensdo (cultivo
estatico), com aumento de 100 x (A), e em "spinner" com agitacdo e utilizagdo de “impeller”,
com aumento de 200 x (B).




Figura Il: A e B, exemplos de analise por RP-HPLC de meio de cultivo condicionado do
experimento com troca de 50% e 100% de meio, respectivamente. As flechas indicam a
posi¢ao da hPRL, de acordo com padrao de referéncia. C, Andlise por Western Blotting (1)
padrdao de hPRL; (2 a 5) coletas relativas a troca de 50% do meio, apos 1, 10, 20 e 30 dias,
respectivamente; (6 a 9) coletas relativas a troca de 100% do meio, apos 1, 10, 20 e 25 dias,
respectivamente.
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Figura I11: A. Purificagdo por troca i6nica em resina S-P Sepharose Fast Flow da hPRL

presente no meio condicionado proveniente de cultivo em suspensdo. B. Analise por HPSEC
das diferentes fragdes do pico principal: #27, #28 e #29. As flechas indicam tempo de
retengdo (tr) do padrdo de referéncia interno hPRL-IPEN, produzido a partir de E. coli e
analisado nas mesmas condigodes.
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Figura IV: HPSEC utilizada como coluna preparativa apods a etapa de concentragdo da fragdo
28 (Figura II B) utilizando sistema Millipore Amicon Ultra-4. O pico correspondente & hPRL

foi coletado e utilizado nos estudos de caracterizagdo fisico-quimica e bioldgica.
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Figura V: Analise por HPSEC (A) e RP-HPLC (B) da hPRL purificada ¢ obtida de células
CHO em suspensdo. A concentragdo de hPRL quantificada por HPSEC foi de 92,4 ng/mL e

por RP-HPLC de 84,6 pg/mL.
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Figura VI: Bioensaio in vitro baseado na proliferagdo de células Ba/F5-LLP (A) e Nb2 (B).
Foram comparadas as curvas do padrao de hPRL recombinante (WHO 97/714) cuja poténcia
¢ de 57,2 =+ 11 Ul/mg, e a hPRL produzida e purificada por células CHO cultivadas em

suspensao.

CONCLUSOES

O processo de adaptacdo das células CHO-hPRL em suspensdo, realizando as primeiras
etapas em placas de cultura foi eficiente, e com cerca de dois meses de cultivo as células
estavam adaptadas para o inicio dos estudos de produgdo em "spinner". Os dois processos de
producdo laboratorial com troca de 50 e 100% do meio de cultivo foram igualmente
eficientes, demonstrando que apenas com a troca de 50% do meio, ndo ocorreu
comprometimento no crescimento celular e da expressdo de hPRL. Esse fato ¢ importante
pois esse processo caracterizado por uma simples e pratica reposi¢do de 50% do meio ¢ mais




facil de ser aplicado em biorreatores, que operam com volumes bem maiores, minimizando os
riscos de contamina¢do e mantendo uma produtividade didria constante e industrialmente
interessante, como os ~5ug hPRL/mL de meio apresentados durante os 30 dias de estudo.

Os niveis de producdo nos dois processos foram parecidos. Niveis mais altos obtidos com a
troca de 100% do meio foram observados quando a concentragio celular foi superior a 3 x 10°
células/mL, indicando uma relagdo direta do aumento de produtividade em conseqiiéncia do
aumento da concentragao celular.

A analise da hPRL purificada por técnicas fisico-quimicas (RP-HPLC, HPSEC, SDS-PAGE
e Western Blotting), e a andlise da atividade biologica, demonstraram que o processo de
producdo em suspensao ndo alterou as caracteristicas do produto final em comparacdo com os
padroes de hPRL de referéncia interno e da WHO (WHO 97/714).
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