UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

“CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO CINETICA E FISIOLOGICA DE UM
SISTEMA CELULAS Sf9/ BACULOVIRUS RECOMBINANTE PARA A PRODUCAO DE

CANACISTATINA”.

Mabel Karina Arantes

SAO CARLOS - SP

2007



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

“CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO CINETICA E FISIOLOGICA DE UM
SISTEMA BACULOVIRUS RECOMBINANTE/CELULAS Sf9 PARA A PRODUCAO DE

CANACISTATINA”.

Mabel Karina Arantes

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduagdo em Biotecnologia da
Universidade Federal de Sao Carlos como parte
dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Claudio A. T. Suazo

Co-orientador: Prof. Dr. Flavio H. da Silva

SAO CARLOS - SP

2007



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

A662cc

Arantes, Mabel Karina.

Construgao e caracterizagao cinética e fisiolégica de um
sistema células Sf9/ baculovirus recombinante para a
producao de Canacistatina / Mabel Karina Arantes. -- Sao
Carlos : UFSCar, 2007.

110 f.

Dissertacao (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2007.

1. Biotecnologia. 2. Proteinas recombinante. 3. Cultura de
células. 4. Baculovirus. I. Titulo.

CDD: 660.6 (20°)




AGRADECIMENTOS

Acima de tudo a Deus pela dom da vida, pela oportunidade de aprofundar meus
estudos e por sua Providéncia durante este Mestrado.

Aos meus pais Manoel e Maria Antonia e aos meus irmdos Magda, Marluce, Matheus
e Mayra pelo apoio constante e incondicional.

Aos professores, Dr. Claudio Alberto Torres Suazo e Dr. Flavio Henrique da Silva,
pela orientacdo e oportunidade de trabalho nas areas de Engenharia Bioquimica e Biologia
Molecular.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
concedida.

Ao professor Bergmann Moraes Ribeiro (UNB) cujos conhecimentos e solicitude
foram importantissimos neste trabalho.

A Mylene de Mello Silva pela grande colabora¢do na minha introdugdo ao ‘mundo da
Biologia Molecular’.

Ao Helton, por seu carinho e aten¢do que suavizaram os momentos complicados.

Ao Grupo de Oragdo Universitdrio (GOU) Jesus Vive, da UFSCar, por me tornar
possivel conciliar Fé e Razdo na Universidade e aos meus muitos amigos do GOU.

Aos amigos do laboratdrio por toda colaboragdo e pela 6tima convivéncia.



A0S meus pais,

Manoel e Maria.



SUMARIO

LiSta de FIGUIAS ....eeeiieiiecieeeece ettt ettt e et eete e s st e enbeenseenseeenneenneens il
Lista de Tabelas.......c..ooiiiiiiiiiieieee ettt v
Lista de Abreviaturas € SIMbOIOS.........cccoeciiiiiiiiiiiiiiii e vi
RESUIMIO ...ttt ettt et bt e st e st e s beeesaneeenane vil
ADSIIACE ...ttt ettt et a e et viil
L. INEEOAUGAO. ...ttt e e e e et eete e e ette e e taeeeteeeeateeeerreeeareean 1
2. ODJOTIVOS .eeeuvieeiieeiiesieeeteeteesteeseteesteesteeesteeseesseesaseanseesseesnseensaensaesnseenseenseeenseenseensseenseenseenses 5
3. Revisao BiblOGIAICa ......ccocuiiieiiiiciec ettt et e et e e e eree s 6
3.1 Proteinas cistatinas: inibidoras de CiSteInOPIoteases ..........cccvevververiurerreeseesreereesieennes 6
3.2 Expressao de proteinas de planta pelo sistema células Sf9/baculovirus ...................... 8
3.3 Utilizagdo de células de inseto para obten¢do de produtos génicos recombinantes .....9
3.4 Células de inseto Sf9, Spodoptera frugiperda...........ccocooeveieneicieieieeeeeee 11
3.5 VIrus € BaCULOVITUS ......oouiiiiiiiiiiiiicee e 12
3.6 Sistema de expressao células de inseto/baculovirus..........ccccveeeeviercieeecieeeciee e 13
3.7 Obtencao de baculovirus recombinante pela técnica de tranposicao ...........cceveeneene. 17
3.8 Ciclo da infec¢do celular e subseqiiente expressao da proteina ........c.ccoeceeeveeereennnenns 18
3.9 Cultivo de células de inseto e infec¢do viral em bioreatores............ccocvveeeevveeeeennnn... 23
3.10 Caracterizagao fisiologica das células SO ........ccvvriiieiieiieie e 25
3.10.1 Metabolismo de carboidratos ..........ccceeevereriereerienieienecceceeeeeeee e 26

3.10.2 Metabolismo de aminOACIAOS ........c.couirviririiniieienieieneceeeee e 27

3.11 Escolha do meio de cultura mais adequado...........cccveevieriierieiiieiiee e 30

3.12 Estratégias de infeccdo : multiplicidade da infeccao (MOI) e densidade celular

N2 INTECCAO (CCI) 1auiniiiiiiiieieeee ettt ettt ettt et et e sbeeatenseens 32
3.13 Comentérios gerais sobre a Revisdo Bibliografica...........ccccoeevvvviienienieniecieene, 35
4. Materiais € METOAOS. ...c..eeuiruieiiieeierie ettt ettt a e ettt sa e eae e 37
4.1 MALETIAIS ..evvveeeieerieeiee et eteesteeetteesteesteeesbeeseessseesseesaessaeesseeseessseanseessessseensaeseesssesnsenn 37
4.1.1 Linhagem celular: preservagao € ativagao........cueeveereereenieesieerieeneesieenseenneennns 37
4.1.2 Me10S de CUTUIA ....c.eeiiiiiiiiiiiicccc e 38

4.1.3 Baculovirus reCOmMDINANTE .........c.eerieiiieriierieeieesiee e ereenteeseeeereesreeseaeenseeaee e 38

4.2 Metodologia de construgao do baculovirus recombinante .............cccceeevveereenvesneenen. 38
4.3 Experimentos de cultivo em frascos SChOtt..........cceevcviirciiiiiiieecie e 43
4.4 Experimentos de infec¢ao viral em frascos SChott..........cccoeieverieniiieniniienineeene 44
4.5 MEt0d0S ANAITTICOS ....cuvivieiiiriieieiitetee ettt sttt 45

4.6 Métodos de determinagdo dos parametros cinéticos ou fisiolOgicos.......c.eeevveeennennnee. 46



4.6.1 Velocidade especifica maxima de CreSCimento, Wimsx . veeeveerreerveesveeseesveesueennns 46

4.6.2 Sensibilidade da célula ao cisalhamento ..........cccccoeeiireriiininiiininicnnicee 47

5. Resultados € dISCUSSAO ....ccuveruieiiriieiiiiieiiiieere ettt et 48
5.1 Constru¢do do baculovirus recombinante, VACCANA .......cccceoovvieieeeecieeeree e 48
5.1.1 Clonagem do gene de interesse no vetor de expressao pFastBac HTB.............. 48

5.1.2 Geragdo do bacmideo recombinante por tranSPoSICAO .........cceevvereeeiereeereenueenne. 51

5.1.3 Geragdo do baculovirus recombinante por transfeccio de células St9:
dificuldades encontradas € SOIUGOES PrOPOSLAS. .....ccuveeieeriierieeieeriieriie e eieeniee e ee e 53

5.1.4 Caracteristicas morfologicas de células infectadas por baculovirus

TECOMDINANEE ...ttt ettt ettt ettt ettt b e bt eb e sb e e bt e bt e st e bt e st e nbeesbesbeeneenbeenee 55
5.2 Experimentos de cultivo de células Sf9 em frascos schott..........cccceevevieeciiiinieennnnn. 59
5.2.1 Crescimento de células Sf9 em meio TNM-FH .........ccccooeviiniiiiiiiicieeiees 60

5.2.2 Crescimento de células Sf9 em meio SFOO0 IT .......ccooceeviiriiiiniininiieeieee, 62

5.2.3 Efeito da densidade de inoculo e velocidade de agitagao..........cccccveeeeveeenrennnen. 63

5.2.4 Efeito da aeracdo do CUILIVO .....ccuviieviiieiicciee et e 65

5.2.5 Otimizac¢do do meio de cultura: combinac¢do entre SF900 II ¢ TNM-FH com

SEB ettt b ettt ettt naen 68
5.2.6 Combinagao entre SF900 I e TNM-FH sem a utilizagdo de SFB.................... 72
5.2.7 Caracterizagdo do metabolismo de carboidratos.de células Sf9 nos diferentes

meios € CONAICOES AE CULLIVO .....uuviiiieiiiie ettt e eetre e e e e e eeaaaee s 73
5.2.8 Metabolismo de aminOACIdOS ........cc.erueerueriiriiriiieeierieeeeeeeeee e 80
5.2.9 Sensibilidade de células Sf9 ao cisalhamento ...........ccceeereeniniincniincnicce. 82

5.3 Experimentos de infec¢do de células Sf9 em schott para expressao de

CANACTSTALING ....euitieiieite ettt et b et b et s b e et bt et e bt e bt e bt e b e ebe e b e eae e beenee 84
5.3.1 Ensaio preliminar de expressao em placa de pogOS. .......ceevveereereeriieerieeniennenne 84

5.3.2 Infecg@o em frascos schott e purificagdo da canacistatina ............cccceeveerevennnnn. 86

5.3.3 Produgdo de Canacistatina em diversas condigoes de infecgdo ..........ceeeuneee.... 87

5.4 Consideragdes finais: produciao de Canacistatina em célula de inseto X bactéria ....... 91
6. COMCIUSOES ...vveeeiiieiiieeieeeite et e et e et e et eetteeesseeeesseeessseeanseeeassaeassseeasssesasseessseennseesnsses 93
7 SUEESEOCS -.eeneieeeeieeitteeeteeette e ateeeateesasteeaaaeeesteeenseeeanseeanseeaanseeeanseeannseeanseeeanseeenteeenneeennnes 96
RETEIENCIAS ..eviiniiiiiiiieieitee ettt 97
APCIAICE A ...ttt ettt e et e et e te e s tb e e b e e ba e e st e esbe e aaenaaeenbeebaenaaeenbeenseennes 104
J N 1S3 114 (o1 = TSP 105

APENAICE C ..ottt ettt et e et e e et e e s tbeeestbeeessaeesssee e sbeeeaseeeestaeeesaeansaens 106

il



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1 Ilustracdo do ciclo da infec¢@o e producao de proteina para baculovirus do tipo

MNPV, expressando poliedring...........ccceeeeeieriieerieeciiieeiee e 21

Figura 3.2 Ilustracdo do ciclo da infec¢@o e producao de proteina para baculovirus do tipo
MNPV recombinante (que ndo expressa poliedring) ...........oooeeeveeiiieeninennnnn. 21
Figura 3.3 Células Sf9 infectadas com AGMNPV .......c.ooooiiiiiiiiiieeeeeee e 23
Figura 3.4 Metabolismo de aminoacidos proposto para células Sf9..........cccevveviveciinirennen. 28
Figura 4.1 Representacdo esquematica da constru¢ao do baculovirus recombinante .......... 39
Figura 4.2 Seqiiéncia da fase aberta de leitura da Canacistating..........cccceeeeeeveeeneeneernennnen. 40
Figura 4.3 Mapa do vetor de expressao pFastBac HT A.......ccoooveviiiiienienieceeeeeeen 41
Figura 4.4 Elementos envolvidos na transposi¢do em células competentes DH10Bac......... 41
Figura 4.5 Fluxograma de um experimento de cultivo de células Sf9 tipico.........cccevuenneene. 43

Figura 4.6 Fluxograma de um experimento de infec¢do de células Sf9 com Baculovirus....45
Figura 5.1Géis de Agarose: PCR da Canacistatina mantida em pET28-a e de reagdo de
clivagem do plasmideo pFastBac HTB (B)........cccveoiiiiiiiiiiiieieie s e, 49
Figura 5.2 Gel de Agarose: PCR de coldonia da transformacdo pFastBac + cDNA da
CaANACISTALINA. c...euveiteiieiieicteet ettt sttt saeeneeaeens 49

Figura 5.3 Gel de Agarose das reacdes de clivagem do vetor de expressao antes e apos

1o 1o TSRS 51
Figura 5.4 Esquema da confirmagdo da transposigdo por PCR com primers M13F e
IMIIBR ettt ettt ettt ettt et et et et et < eeneas 52
Figura 5.5 Gel de Agarose: PCR de bacmideo recombinante com primers M13F e
IMIBR ettt sttt sttt beaenee 52
Figura 5.6 Proposta para identifica¢@o da proteina recombinante-protocolo Invitrogen ......53
Figura 5.7 Gel de Agarose: RT-PCR.........ccouiiiioiiiiiieeeese et 54
Figura 5.8 Gel de Agarose: PCR de DNA de ‘Budded Virus’ ..........cooevvevvieeeeieeiecieeieenee 55
Figura 5.9 Formagao de poliedros em células Sf9 infectadas com AgMNPV ...................... 56
Figura 5.10 Células Sf9 infectadas com baculovirus recombinante, VACCANA.................. 57

Figura 5.11 Distribui¢do de diametro celular para células Sf9 infectadas e ndo infectadas..58
Figura 5.12 Crescimento e viabilidade de células Sf9 em meio TNM-FH + 10% de SFB...60
Figura 5.13 Efeito da densidade do in6culo e da velocidade de agitacdao para cultivos de
CEIUIAS STY .ottt e s 63
Figura 5.14 Efeito da aerag@o do cultivo de células SO ........cccccvveeiiiieniiieieee e, 66

Figura 5.15 Produgdo de lactato para cultivos de células Sf9 sob diferentes condigdes....... 67

il



Figura 5.16 Comparacao entre os cultivos de células Sf9 nos meios SF900 II e Meio 50% 69
Figura 5.17 Cultivo de células Sf9 em Meio 50% sem SFB ........cccooviviiniiiiiiieeeeeee 72
Figura 5.18 Comparagdo entre os cultivos nos trés meios de cultura............coceeveeniernennnen. 73
Figura 5.19 Consumo de glicose e maltose para células Sf9 cultivadas nos diferentes
MEI0S A€ CUITUTIA.....oiuiiiiiiiiiiic s 74
Figura 5.20 Cultivo de células Sf9 em diferentes meios de cultura suplementados com
0,6 2/ de MAILOSE ..c.vveeneeeiieeiieeteeree ettt ettt 77
Figura 5.21 Cultivos de células Sf9 em diferentes meios de cultura suplementados com
2,0 /L de MAItOSE ...ccuveeeieiieeiiieiieeiee ettt sttt 78
Figura 5.22 Varia¢ao dos aminoécidos para cultivos de células Sf9 em meio SF900 II......81

Figura 5.23 Varia¢do dos aminoacidos para cultivos de células Sf9 em Meio 50% sem

S B ettt ettt ettt enes 82
Figura 5.24 Efeito do cisalhamento sobre células SO .........cccoviieiieiiiniieeee e, 83
Figura 5.25 Analise por Western Blotting: Tempo de coleta da canacistatina...................... 85

Figura 5.26 SDS-Page e Western Blotting da purificagdo de Canacistatina em coluna de

v



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1 Comparacdo entre os sistemas de expressdo por baculovirus e bacteriano.......... 15
Tabela 3.2 Crescimento de células de inseto lepidopteros em diferentes meios de cultura..31
Tabela 5.1 Planejamento de andlise de restricdo do vetor de eXpressao ........ccceeeeveerverenenne 50

Tabela 5.2 Comparagao entre valores de densidadade celular méxima (Xpsx), Velocidade

especifica de crescimento maxima ([max ) € Tempo de geragao (tg)................ 65
Tabela 5.3 Dados da literatura para cultivos de células Sf9 em SFOO0II ........................ 68
Tabela 5.4 Composi¢ao dos meios de cultura utilizados neste trabalho ...........ccccccevieeneen. 71
Tabela 5.5 Resumo dos consumos de glicose e maltose para cada cultivo ...................... 75

Tabela 5.6 Velocidades especificas de crescimento (umsx) € Tempos de geragdo (t,)

para diferentes cultivos de células SO .........ccooveviiviiiiiieeeee s 79
Tabela 5.7 Resumo das variaveis e resultados dos experimentos de infecgdo................ 89
Tabela 5.8 Comparagdo entre o rendimento da produgdo de Canacistatina e de

outras proteinas reCOMDINANTES .........c..ecveeviieriieeiiieniieereeneeerieesereereesneeseens 90



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

LATECC Laboratério de Tecnologia de Cultivo Celular

AcMNPV  Autographa californica Multiple Nuclear Polihedrosis Virus

AgMNPV  Anticarsia gemmatalis Multiplie Nuclear Polihedrosis Virus

vAcCANA  Baculovirus recombinante para expressdo de canacistina

Sf9 e Sf21  Células do ovario da pupa de Spodoptera frugiperda

Tni Trichoplusia ni
SFB Soro Fetal Bovino

SVEB Sistema Vetor de Expressdao Baculovirus

HPLC High Perfomancd Liquid Chromatograph

RPM Rotagdes por minuto

CCI  Cell Concentration at the Infection (Densidade Celular na Infecc¢ao)

MOI Multiplicity of Infection (multiplicidade de infecgao)

PCR Polimerase Chain Reaction

PFU

Plaque Forming Unit (unidades formadoras de placa; particulas

infecciosas)

Umax  Velocidade especifica maxima de crescimento

Xmax Densidade celular maxima

Cmaltose Concentragao de maltose

Culicose Concentragado de glicose

Aa Aminoacido

BV  Budded Virus (particulas virais infecciosas geradas na infec¢ao)

pFastBac HTB
pFastBac-CANA

p.i.  Pos-infeccao

Plasmideo de expressao, doador do gene de interesse
Plasmideo de expressdo contendo o cDNA que codifica para a

Canacistatina

vi



vii

RESUMO

O desenvolvimento da biotecnologia tem permitido a obtencdo, entre tantos produtos
biotecnoldgicos, de muitas proteinas recombinantes utilizadas amplamente como vacinas,
hormdnios, enzimas e outras formas de atividade terapéutica humana. Isto é possivel através
da multidisciplinaridade, onde por tecnologia do DNA recombinante clona-se a regido
codificadora do gene de interesse em um sistema de expressdo adequado para super-expressao
da proteina correspondente e, pela tecnologia de bioprocessos torna-se possivel o aumento de
escala de obtencdo do produto recombinante, garantindo sua reprodutibilidade, integridade e
funcionalidade. Envolvendo estas duas areas do conhecimento, o presente trabalho tem como
objetivo a expressdo de uma proteina heteréloga, a Canacistatina, natural da cana-de-agtcar,
através do sistema de expressao eucaridtico células Sf9/baculovirus. Isto abrange a construgao
de um baculovirus recombinante, contendo o cDNA que codifica para a Canacistatina, ¢ a
caracterizagdo do cultivo de células Sf9 e do processo de infeccao por baculovirus, em termos
cinéticos e fisiologicos. Para estes fins, foram realizados experimentos de cultivo de células
S19 em frascos Schott de 100 mL, com volume de trabalho de 20 mL, a 27°C, nos quais foram
analisadas as condi¢des 6timas de velocidade agitagdo, densidade de indculo, meio de cultura
e também o papel dos substratos, obtendo-se que um crescimento celular otimizado pode ser
conduzido a 100 rpm de agitagio, com densidade de inéculo de 1x10° cel/ml e utilizando uma
combinagdo 1:1 entre os meios SF900 II ¢ TNM-FH (Meio 50%), sem a necessidade de
adi¢ao de Soro Fetal Bovino. Este ultimo aspecto representa uma grande vantagem em relagao
aos bioprocessos utilizando células Sf9 ja conhecidos. Foi construido o baculovirus
recombinante contendo o gene da Canacistatina a partir do genoma modificado de
Autographa californica Multiple Nuclear Polihedrosis Virus e os experimentos de infecgdo de
células Sf9 foram realizados sob trés valores de MOI (1, 5 ¢ 10 pfu/cel) nos dois meios de
cultura. Os melhores resultados obtidos apontam para a infec¢do de células Sf9 em Meio 50%
com MOI de 5,0 pfu/cel, condi¢des nas quais a produtividade de Canacistatina alcangou 28

ng/10%el.
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ABSTRACT

The development of the biotechnology has permitted to achieve, among other
biotechnological products, many recombinant proteins which are largely used as vaccines,
hormones, enzymes and other ways of human therapeutic activity. This is possible because
the multidisciplinary: through the technology of the recombinant DNA the region that encode
gene of interest is cloned in a system of adequate expression for super-expression of the
correspondent protein and, through the technology of bioprocess is possible to increase the
obtaining scale of the recombinant product assuring its reproducibility, integrity and
functionality. Involving these two areas of knowledge, this works intends to express an
heterolog protein, the Canacistatina, deriving from sugar cane, through an eucariotic
expression system Sf9/baculovirus. This implies in the construction of a recombining
baculovirus, containing the ¢cDNA which codifies to the Canacistatina, and also the
characterization of the cultivation of Sf9 cells, and of the process of infection by baculovirus,
in kinetics and physiologic therms. In order to obtain these purposes it was done experiments
of cultivation of Sf9 cells in Schott bottles of 100 mL, with work volume of 20 mL, in 27° C.
In these experiments it was analyzed the optimum conditions of velocity agitation, inoculum’s
density, culture environment, and also the role of substrates. In relation to these parameters, it
was observed that a better cell growth can be conduced in a 100 rpm of agitation, in an
inoculum’s density of 1x10° cell/ml, using a combination of 1:1 between the mediums SF900
IT and TNM-FH (Medium 50%), without the necessity of addition of Bovine Fetal Sorum.
This last aspect represents a great advantage in relation to the bioprocesses, in a way that it
uses SfY cells already known. It was construed the recombining baculovirus containing the
Canacistatina’s gene through the modified genome of the baculovirus Autographa californica
Multiple Nuclear Polihedrosis Virus and the infection experiments of Sf9 cells was made
under three MOI values (1, 5 e 10 pfu/cell) in the two culture mediums. The betters results
indicates to infection of Sf9 cells in 50% Medium using MOI= 5 pfu/cell, conditions that the
Canacistatina’s productivity reached 28 pg/10°cel.



1. INTRODUCAO

Os produtos biotecnologicos beneficiam a maior parte dos individuos da nossa
sociedade, direta ou indiretamente, devido a grande abrangéncia multidisciplinar da
Biotecnologia. Dentre estas areas, uma das que mais cresceu com o desenvolvimento
biotecnoldgico foi, sem duvida, a farmacéutica apoiada no progresso das engenharias genética
e bioquimica.

Por meio da engenharia genética ¢ possivel a identificacdo de genes que codificam
proteinas de interesse e a sua transferéncia para organismos que passem a produzi-las em
maior escala; este ¢ o caso, por exemplo, da produgdao de insulina humana através da
transferéncia do cDNA correspondente para microorganismos como bactérias, fazendo com
que estas passem a produzir insulina recombinante (termo utilizado para todo produto
produzido por um organismo através da manipulagdo e transferéncia de genes). A partir da
escolha de um sistema de expressdo adequado para obtengdo de um determinado produto
recombinante, a engenharia bioquimica auxilia no desenvolvimento deste bioprocesso para ser
utilizado em escala industrial em condigdes otimizadas de produtividade e custo.

Embora bactérias e leveduras tenham sido e ainda sejam utilizadas para a producao
de varias proteinas recombinantes, ha restrigdes no que diz respeito a producao de proteina
que reproduza com fidelidade a atividade funcional da sua similar encontrada em células de
mamiferos, uma vez que para apresentar a devida atividade biologica as proteinas passam
geralmente por modificacdes pds-traducionais, que as bactérias ndo sdo capazes de promover
e as leveduras fazem, porém de modo diferente do que ocorre em células humanas. Isto
poderia gerar proteinas imunogénicas ou com fungdes diferentes das originais, tornando-as
inutilizaveis. Ja a utilizacdo de células de mamiferos para a produgdo industrial de proteinas

recombinantes nao enfrenta este tipo de problema, porém constitui-se uma opgao de alto custo



devido as dificuldades tecnologicas encontradas no cultivo deste tipo de célula e as restricdes
de biosseguranga impostas pelos 6rgaos reguladores (VAN DER POOL ¢ TRAMPER, 1998).

E neste contexto que células de inseto despontam como importantes hospedeiros
eucarioticos para a producdo de proteinas recombinantes com adequada atividade terapéutica,
associando a capacidade de realizacdo das modificagdes pos-traducionais com o menor custo
de manutengdo de bioprocesso em relagdo as células de mamiferos, ja que sdo capazes de
crescer em suspensdo, possibilitando a utilizagdo de biorreatores de facil operagdo, entre
outras vantagens (PFEIFER, 1998). O sistema de expressdo da proteina pode envolver
somente a célula, através de uma modificagdo genética estdvel onde o gene de interesse €
inserido no genoma da célula e todas as células geradas desta conterdo a informagao genética
heterdloga. Pode ainda utilizar um vetor sem provocar alteragdo genética estavel na célula,
como ¢ o caso da infec¢do viral em que o gene para expressao da proteina estd inserido no
virus recombinante de modo que células infectadas com este virus passam a produzir a
proteina de interesse.

Para este ultimo sistema de expressdo utilizando a infec¢do viral da célula de inseto
para expressdo da proteina recombinante, todo o procedimento biotecnoldgico envolvido esta
baseado no fendmeno natural da alta susceptibilidade de algumas linhagens de células de
inseto a infec¢do por um tipo especial de virus, os baculovirus (familia Baculoviridae).
Algumas destas linhagens sdo as células Sf9 e Sf21, isoladas do tecido do ovario da pupa de
Spodoptera frugiperda (lagarta que ataca alface, alfafa, algoddao, amendoim, arroz, batata,
cana-de-agucar, feijao, milho, pimentdo, soja, sorgo e trigo). Também células de Tni,
Trichoplusia ni (lagarta que ataca algodao, brocolis, couve, couve-flor, crisantemo, espinafre,
meldo, repolho e soja ¢ tomate) apresentam a mesma susceptibilidade (MONTOR e

SOGAYAR, 2003).



Baculovirus tém em sua constitui¢do grande quantidade de determinadas proteinas
que sdo expressas sob fortes promotores, destacando-se as proteinas estruturais pl0 e
poliedrina. A partir deste fato surgiu a idéia da substituicdo do gene que codifica tais proteinas
€ que nao sdo essenciais, por genes que codifiquem proteinas recombinantes (O’REILLY,
MILLER ¢ LUCKOW, 1994). Deste modo, ¢ amplamente utilizado o sistema de expressao
baculovirus/célula de inseto, que consiste em construir um baculovirus recombinante
contendo o cDNA para a proteina de interesse sob o promotor da poliedrina e infectar células
de alta susceptibilidade a este tipo de infeccdo, podendo separar no momento adequado a
proteina recombinante do pellet celular, se ela ndo for secretada, ou do sobrenadante, se for
secretada. A inconveniéncia deste sistema, entretanto, ¢ a natureza litica pois as células
infectadas morrem por lise liberando enzimas proteoliticas que aceleram a degradag¢do do
produto.

Assim, o sistema célula Sf9/baculovirus sera utilizado no presente trabalho para a
producdo da proteina recombinante Canacistatina através da construcdo do baculovirus
recombinante correspondente ¢ infec¢do das células Sf9, com a finalidade de
desenvolvimento de um bioprocesso para obtencdo dessa proteina em grande escala. A
proteina Canacistatina ¢ natural da cana-de-agucar e sua producdo recombinante ja foi
avaliada num sistema bacteriano, utilizando células de E. coli BL21 (DE3) (SOARES-
COSTA et al., 2002), sendo que neste mesmo trabalho foi verificada sua atividade de inibigdo
de cisteinoproteases. Este tipo de protease, além de exercer atividades normais do
metabolismo celular, esta relacionado a uma série de desordens metabolicas provocadas em
varios sistemas celulares que abrangem desde plantas até humanos (Oliva et al., 2004) como
conseqiiéncia de degradacao protéica.

A proteina Canacistatina produzida no presente trabalho pelo sistema eucariotico

células Sf9/baculovirus €, por um lado, modelo para o estudo deste sistema de expressao



incluindo os aspectos cinéticos e fisiologicos do bioprocesso, além de possibilitar a avaliagdao
das possiveis alteragdes (como modificagdes pos-traducionais) em relagdo a proteina
produzida em bactéria.

Na realizagdo desta pesquisa multidisciplinar a primeira etapa, que consistiu na
constru¢do do sistema recombinante célula Sf9/baculovirus, foi feita no Laboratério de
Biologia Molecular do Prof. Flavio Henrique da Silva do Departamento de Genética e
Evolug¢dao da Universidade Federal de Sdo Carlos. A segunda etapa, que envolveu estudos
cinéticos e fisiologicos para definicdo de um processo de cultivo celular para producdo da
Canacistatina, foi desenvolvida no Laboratério de Tecnologia de Cultivos Celulares
(LATECC) do Professor Claudio Torres Suazo do Departamento de Engenharia Quimica,

também da Universidade Federal de Sdo Carlos.



2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo:

1) Constru¢do do baculovirus recombinante para expressdao de Canacistatina a partir
do genoma modificado do baculovirus ‘Autographa californica Multiple Nuclear Polihedrosis

Virus’ (AcMNPV), comercial.

2) Determinagdo das caracteristicas fisiologicas e cinéticas de células de Spodoptera
frugiperda Sf9 antes e apos a infecgdo, e a partir disto definir as condi¢des de cultivo e de

infec¢cdo que deverdo ser seguidas para um bioprocesso otimizado, em escala de laboratorio.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica visa abordar os assuntos relacionados ao objetivo deste
trabalho, possibilitando um melhor entendimento do estado da arte e dos aspectos mais
importantes sobre a proteina recombinante de interesse, a tecnologia de cultivo de células de
inseto e a produ¢do de proteinas recombinantes pelo sistema de expressdo células

Sf9/baculovirus.

3.1. Proteinas Cistatinas: inibidoras de cisteinoproteases.

A Canacistatina ¢ uma proteina natural da cana-de-agucar que apresenta atividade de
inibigdo de cisteinoproteases (SOARES-COSTA et al., 2002). Ela se encontra entre tantos
inibidores de proteases produzidos por plantas, como mecanismo de defesa contra proteases
liberadas por insetos herbivoros e também por fungos patogénicos, sendo que esta capacidade
tem atraido a atencdo dos pesquisadores com interesse em aplicagdes tecnologicas.

Enzimas proteoliticas ou proteases (ou proteinases/ peptidases) estdo envolvidas em
processos digestivos, liberacdo de peptideos fisiologicamente ativos, ativagdo complementar,
processos inflamatdrios e outros processos. Sao agrupadas em seis categorias de acordo com o
aminoacido essencial ao seu sitio ativo, pH 6timo, seqiiéncias similares de aminodacidos,
similaridade de inibidores e outros fatores:

o Proteases de serina: residuos de serina ou histidina no sitio ativo;

o Proteases de cisteina: residuos de cisteina no sitio ativo;

e Proteases de 4cido aspartico : residuos de acido aspartico no sitio ativo;

o Metaloproteases: ion metalico no sitio ativo ;

e Proteases de treonina: residuos de treonina no sitio ativo e

e Proteases de 4cido glutdmico: residuos de 4cido glutdmico no sitio ativo.



Exemplos destas proteases sao encontrados em plantas, insetos, microorganismos €
sdo muito similares aquelas encontradas em mamiferos. Devido a atuagdo destas enzimas na
degradagdo protéica observa-se que além de suas participagdes normais nos processos
metabolicos, muitas atividades indesejaveis podem ser a elas atribuidas envolvendo
degradagdo de proteinas, acdo de antigenos, processos hormonais, inflamagdes, invasdes
tumorais entre outros (OLIVEIRA et al., 2003).

Verifica-se entdo a necessidade de inibidores especificos de proteases, que sao
proteinas encontradas naturalmente em alguns organismos e que uma vez identificadas podem
ser estudadas com a finalidade de sua produgdo por tecnologia do DNA recombinante. Este ¢
o caso da Canacistatina, proteina inibidora de cisteinoproteases, expressa naturalmente na
cana-de-agucar. O cDNA desta cistatina foi caracterizado e purificado e a proteina foi
expressa em Escherichia coli por Soares-Costa et al. (2002), que avaliaram também sua
atividade antifingica sobre fungos filamentosos Trichoderma reesei. A Canacistatina
apresentou também atividade sobre cisteinoproteases de fontes vegetais (papaina, cruzaina e
baupaina) e humanas (catepsinas humanas L, K, V ¢ B) (OLIVA et a.l, 2004).

E conhecida também a alta atividade de cisteinoproteases durante a infecgdo por
baculovirus, envolvidas tanto com a expressdo da proteina como com sua degradacio
posterior. Neste caso Gotoh, Mochizuki e Kikuchi (2001) testaram a expressdo de proteina
recombinante por células Sf9/baclovirus adicionando cistatinas ao meio e observaram os
efeitso antagonicos de diminui¢do da expressdo enquanto se oferece, por outro lado, prote¢ao
contra protedlise. Além disso, em plantas conhece-se o efeito de cisteinoproteases na ativagao
de apoptoses e a expressdo de uma cistatina em planta mostrou efeito direto no bloqueio deste
processo (SOLOMON et al., 1999). Isto sugere o estudo do efeito antiapoptético da
Canacistatina, por exemplo, bem como sua atividade de inibicdo de proteases quando se

expressa proteina muito susceptivel a proteolise.



3.2 Expressao de proteinas de plantas pelo sistema células Sf9/baculovirus

E conhecida a utilizagdo de células de inseto/baculovirus para expressio de proteinas
de plantas para varias finalidades, desde superexpressdo e caracterizagdo até solugdo de
problemas de atividade/funcionalidade protéica. Shah et al., 2001, estudaram a expressdo de
uma proteina quinase de cenoura pelo sistema Sf9/baculovirus, como primeiro teste de
expressdo, observando fidelidade na expressdo e funcionalidade da proteina.

Olezak et al., 2002, expressaram proteina de planta em célula de inseto por infec¢ao
com baculovirus como modo alternativo a expressdo em E.coli, cuja proteina recombinante
ndo apresentou funcionalidade; também a expressdo em levedura havia resultado atividade
protéica muito baixa. A proteina expressa em célula de inseto foi secretada para o meio e
apresentou atividade e propriedades enzimaticas similares a natural, expressa na planta.

De modo similar, Massott, Fleig e Palme (1995), utilizaram Sf9/baculovirus para
expressdo da proteina At-ERabpl, uma proteina que liga auxina, natural da planta
Arabidopsis thaliana , cuja seqiiéncia possui dois sitios de glicosilagdo. Observou-se a
ocorréncia de glicosilagdo na proteina expressa por este sistema onde a diferenga de massa
molecular correspondeu a adicao de duas manoses, nos sitios previstos de glicosilagao.

No caso da Canacistatina, foi utilizado at¢ o momento o sistema de expressao
bacteriano (E. coli BL21 (DE3)). Neste caso a proteina obtida apresentou atividade inibidora
sobre cisteinoproteases de fontes vegetais e humanas (OLIVA et al., 2004). Na pesquisa
aplicada a saude humana, este resultado ¢ muito importante ja que a proteina inibe a acdo de
catepsinas lisossomais, que, além do seu papel fisiologico normal, integram os processos
biologicos que originam problemas como osteoporose, cancer, distrofia muscular ou doencas
do coragdo. Essa descoberta pode ter uma importante aplicacdo na medicina, nascendo dai a
possibilidade de empregar essa molécula no desenvolvimento de novos medicamentos

(www.revistapesquisa.fapesp.br/ciencia).



A expressao da Canacistatina através de um sistema eucaridtico (células
St9/baculovirus) permitird elucidar as possiveis alteragdes na expressdo e funcionalidade

desta proteina, se for o caso.

3.3 Utilizacao de células de inseto para obtencido de produtos génicos recombinantes

A principal razdo para a recente intensificagdo do interesse na cultura de células de
inseto ¢ que estas células tém surgido como importantes hospedeiros eucaridticos para a
expressdao de produtos génicos recombinantes, com diversas vantagens sobre os sistemas ja
utilizados com células eucaridticas, como células de mamiferos, que geralmente necessitam
de incubacao com CO; e da adig¢do de Soro Fetal Bovino (SFB) ao meio de cultura, itens que a
cultura de células de inseto dispensa. Além disso elimina-se o risco de contaminagao humana
ja que o uso de células de mamiferos envolve, em geral, linhagens estabelecidas em cultura e
susceptibilidade a infec¢do por virus tumorais, capazes de infectar ndo apenas este tipo de
célula, mas também humanos (PFEIFER, 1998).

Deve-se acrescentar a estas vantagens a relativa facilidade que células de inseto
apresentam de crescerem em suspensao, o que facilita a constru¢do de bioreatores para seu
cultivo e também as operagdes de aumento de escala. Além disso, estas células de inseto sdao
capazes de realizar grande parte das reagdes pds-traducionais que ocorrem em outras células
eucaridticas, permitindo a atividade funcional. Entre os varios tipos de modificagdo pos-
traducionais possiveis, a glicosilagdo (adicdo de agucares) ¢ uma das mais importantes e
melhor executadas por células de inseto; a glicosilagdo esta associada a taxa de ‘clearance’
das proteinas (eliminagdo da circulagdo sanguinea por filtracdo, por exemplo) e a certas
propriedades como antigenicidade, imunogenicidade, atividade bioldgica especifica,
solubilidade, resisténcia a inativacdo térmica, resisténcia ao ataque de proteases e outras

(O’REILLY, MILLER e LUCKOW, 1994).
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Para que a expressao de produtos génicos recombinantes seja otimizada, o primeiro
passo ¢ a escolha do sistema de expressdo adequado. Neste sentido existem sistemas baseados
na transformacdo estavel, onde o gene clonado pode ser colocado sob controle de um
promotor de transcri¢do apropriado, adicionado as células de inseto, e a subpopulacido de
células que contém o novo gene pode ser selecionada, expressando entdo o produto de
maneira continua, ja que o gene de interesse passa a integrar o genoma celular (JARVIS et al.,
1990). Este ¢ o caso da transfec¢do de células de Drosophila para expressao de proteinas
receptoras GABA-A (JOYCE et al., 1993) e de células de Spodoptera frugiperda, Sf9, para
expressdo da proteina B-galactosidase (AKHNOUKH, KRETZMER e SCHUGERL, 1996),
entre tantas outras linhagens celulares e proteinas recombinantes.

Além deste sistema existe o SVEB, Sistema Vetor de Expressao Baculovirus, em que
se utiliza a linhagem celular selvagem e baculovirus recombinante, ou seja, o gene de
interesse esta inserido no DNA viral e ao realizar a infec¢do viral das células de inseto,
hospedeiras neste caso, estas passardo a replicar o virus bem como expressar a proteina
codificada pelo DNA recombinante, sem que ocorra integracao do gene de interesse ao DNA
celular. Para este tipo de sistema utiliza-se largamente a linhagem celular Sf9, derivada de
Spodoptera frugiperda, por sua alta susceptibilidade a infec¢do por baculovirus. Para esta
linhagem a infecgdo viral ¢ o melhor sistema de expressdo em termos quantitativos: Jarvis et
al. (1990), apresentaram que para a expressdo da [-galactosidase o rendimento foi cerca de
1000 vezes mais baixo em células transfectadas do que naquelas infectadas com baculovirus
recombinante. Em alguns casos, entretanto, justifica-se o uso da transfec¢do pelo fato de nao
ocorrer comprometimento das células por infec¢do viral, que ocasionam a lise e morte celular,

liberando proteases para o meio.
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3.4 Células de inseto Sf9 de Spodotera frugiperda

Células Sf9 sdo derivadas do ovario da pupa de Spodoptera frugiperda, a ‘lagarta do
cartucho do milho’. A alta susceptibilidade destas células a infeccdo por baculovirus, assim
como sua habilidade para crescer rapidamente a temperaturas proximas a 26°C e sua alta
capacidade de secrecdo de proteina, fazem destas células um sistema favoravel para a
producdo laboratorial e industrial de proteinas recombinantes utilizando baculovirus como
vetor de expressao.

A morfologia esférica das células de inseto Sf9 faz com que sejam mais resistentes a
agitacdo mecanica, o, que ¢ um fator muito favoravel para cultivos em suspensao. Além disso,
sua habilidade de rapido crescimento faz com que os tempos de incubagdo sejam curtos,
baixos 0s gastos com substrato para manutencdo e altos os rendimentos celulares. Segundo
Doyle & Griffiths (1998) estas caracteristicas fizeram da célula Sf9 a escolha preferida para a
producdo em grande escala de produtos como [-lactoglobulina, receptor B-adrenérgico e
bioinseticidas.

Células Sf9 foram utilizadas para expressar nucleoproteinas e glicoproteinas do virus
lymphocytic choriomeningitis, LMCV, por Matsura et al. (1986), hemaglutinina do virus
influenza por Ceilingh et al.(1987) e Kuroda et al. (1988), antigeno de superficie da hepatite
B por Cohran et al. (1987) e receptor CD4 dos linfocitos T4 por Webb et al. (1989) (apud
O’REILLY, MILLER e LUCKOW, 1994). Mais recentemente, a proteina GFPuv (GOTOH et
al., 2001), a proteina humana rHAM" (TAYLOR et al., 2006), a proteina VP2 (LECINA et
al., 2006). Também proteinas de plantas foram expressas como a proteina de Arabidopsis
thaliana (MASSOTE, FLEIG e PALME, 1995), uma fosfatase de planta (OLEZAK ¢

OLEZAK, 2005), uma quinase originaria de cenoura (SHAH et al., 2001), entre outras.
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3.5 Virus e baculovirus

Os virus ndo tém a organizacdo complexa das células e sdao estruturalmente muito
simples: DNA ou RNA envolvido por uma capa protéica. Incapazes de crescer em meios
artificiais, eles sdo parasitas intracelulares obrigatdrios que dominam a maquinaria genética
da célula hospedeira a fim de que ela passe a sintetizar moléculas e gerar novas particulas
virais. Tal dependéncia varia com a complexidade do virus em termos de nimero de genes.
Por exemplo, bacteriofagos possuem menos de 10 genes e dependem quase totalmente da
célula hospedeira; outros virus com genes em nimero de 30-100 s3o mais independentes (o
DNA de um baculovirus tem entre 80 e 200 Kilobases, Kb) (O’REILLY, MILLER e
LUCKOW, 1994).

Analisando a estrutura de um virus encontra-se o virion ou particula viral que ¢
constituido por material genético envolto em capsideo protéico e ainda em uma membrana
bilipidica (envelope), para o caso de virus envelopados . O capsideo ¢ sempre formado de um
numero de moléculas protéicas individuais que se arranjam precisa e repetitivamente ao redor
do acido nucléico sendo que poucos virus tém um Unico tipo de proteina em seu capsideo; a
maioria deles tem diversas subunidades protéicas distintas quimicamente e cujas associagdes
especificas constituem os capsomeros, ou seja, o capsideo ¢ composto de capsdmeros.

A expressao baculovirus diz respeito ao formato baculiforme (formato de bastdao) do
envelope que constitui os ‘Budded Virus’. Outro tipo de classificacdo separa os baculovirus
como granulosos (GV: granulosis virus) ou poliédricos (NPV: nuclear polihedric virus). O
primeiro refere-se a um unico nucleocapsideo envelopado disposto em uma matriz protéica
granular; o segundo contém um ou mais nucleocapsideos (neste caso MNPV _multiple nuclear
polihedric virus) em uma matriz protéica de formato poliédrico, cuja principal constituinte € a

proteina poliedrina.
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Além do acido nucléico, a composi¢ao protéica do virus ¢ muito importante pois
muitos virions possuem dentro do capsideo uma ou mais enzimas que sdo liberadas apds o
desnudamento do virus dentro da célula hospedeira; estas enzimas atuam na replicacdo do
acido nucléico.

Dois baculovirus comumente utilizados para trabalhos de expressao de proteinas por
infeccdo de células de lepidopteros sdo o AcMNPV, ‘Autographa californica Multiple
Nuclear Polyhedrosis Virus’ ¢ o BmNPV, ‘Bombyx mori Nuclear Polyhedrosis Virus’.
AcMNPV, o baculovirus mais freqiientemente utilizado tem dois produtos génicos de fase
tardia, as proteinas poliedrina e pl10, cujos genes ndo sdo necessarios para a producdo de
particulas infecciosas na cultura celular. Os promotores destas proteinas sdo fortes e podem
ser utilizados para a sintese de grande quantidade de proteina recombinante, uma vez que o
DNA viral pode acomodar gene heterologo sem qualquer prejuizo (MONTOR ¢ SOGAYAR,

2003).

3.6 Sistema de expressao células de inseto/baculovirus

O desenvolvimento do sistema de expressao de proteinas recombinantes em células
de inseto/baculovirus, mais precisamente células Sf9, partiu da observagao de um fendomeno
natural: o ciclo de replicagdo do baculovirus. Observou-se que larvas de insetos lepidopteros
infectadas com este virus- como lagartas de Spodoptera frugiperda por exemplo- morriam
apo6s alguns dias e mostravam-se repletas de particulas virais e proteina viral, poliedrina, cuja
fungdo ¢ a protecao do virus que fica acomodado dentro do poliedro.

O promotor para sintese da poliedrina ¢ excepcionalmente forte mas o ciclo
infeccioso viral ndo depende da presenga da proteina. Conseqlientemente, ¢ razodvel que a
substituicdo deste gene pelo de uma proteina heterdloga seguido da infec¢do de células com

este baculovirus geneticamente modificado poderiam resultar na producdo de grandes
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quantidades da proteina de interesse. Além disso, devido a similaridade nas modificagdes pos-
traducionais entre os sistemas de insetos ¢ mamiferos, tal proteina apresentaria a autenticidade
na forma e funcionalidade da proteina pretendida (MONTOR e SOGAYAR, 2003).

Os baculovirus (familia Baculoviridae) pertencem a um grupo diverso de virus com
DNA dupla fita que infectam insetos, especialmente lepiddpteros, como seus hospedeiros
naturais. A infec¢do ¢ altamente especifica e ndo se conhece sua propagagdo em outro
hospedeiro. O baculovirus extensivamente utilizado como vetor de expressdo ¢ o ‘Autographa
californica Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus’® (AcMNPV) que infecta Autographa
californica ¢ mais de 30 espécies de insetos, sendo que ¢ comum encontrar o uso deste
baculovirus para infectar células de Spodoptera frugiperda, Sf9. Nestas células o promotor
para sintese da poliedrina ¢ especialmente ativo, produzindo altas quantidades de poliedrina
ou proteina recombinante.

O sistema de expressdo com vetor baculovirus (BEVS — Baculovirus Expression
Vector System, aqui denominado SVEB) ¢ um dos mais poderosos e versateis sistemas de
expressdo eucaridticos existentes ¢ tem sido usado para expressar genes heterdlogos de
diferentes fontes, incluindo virus, bactérias, fungos e plantas, em células de inseto (CRUZ et
al., 1998). Diversos fatores tém tornado o SVEB vantajoso, comparativamente, para muitas

aplicagdes, como pode ser visto na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Comparagao entre o SVEB ¢ o sistema bacteriano para expressao de proteinas.*

FATORES SVEB SISTEMA BACTERIANO
Simplicidade para uso X X

Tamanho da proteina Nao limitado <100 KD
Expressao de multiplos genes X

Selegao de Intron

Transporte nuclear X
Atividade funcional da proteina X Algumas vezes
Fosforilagdo X Algumas vezes
Glicosilagao X
Acilagio X

X

X

Sinal de clivagem peptidica

* Adaptado de Baculovirus Expression Vector System Manual, 1994.

JAlém destes fatores pode-se citar:

a) Atividade funcional da proteina recombinante: O SVEB ¢ capaz de levar a
expressao de proteinas recombinantes contendo os dobramentos apropriados
(forma), ligagdes de dissulfeto e oligomerizacdo além de o sistema ser capaz de
realizar modificacdes pds-traducionais; tais caracteristicas conferem semelhangas a
proteina natural tanto estrutural como funcionalmente, a menos que a atividade da
proteina esteja ligada a modificagdes especificas.

b) Modificagdes pds-traducionais: Varias modificagdes pos-traducionais t€m sido
observadas no uso de SVEB tais como glicosilacdo, fosforilacdo, acilacgao,

carboximetilagdo, amidagdo, clivagem peptidica e proteolitica (O’REILLY,
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MILLER e LUCKOW, 1994). Tais modificacdes sdao frequentemente idénticas
aquelas observadas em proteinas expressas em seu meio celular natural. Entretanto,
a alta velocidade de expressdo de um gene pelo SVEB pode oprimir a modificagao
resultando em baixos niveis de glicosilagao e fosforilagdo.

c) Altos niveis de expressdo: comparados a outros sistemas de expressao
eucarioticos, o fator que mais distingue o SVEB ¢é o potencial para alcangar altos
niveis de expressao de um gene clonado. O mais alto nivel de expressao observado é
de 50% do valor total protéico de uma célula, o que corresponde a aproximadamente
lgrama de proteina recombinante para 10 ° células, similarmente aos rendimentos de
poliedrina. Mais comum, entretanto, ¢ a obten¢do de 10-100 mg de proteina
recombinante por 10° células (O’REILLY, MILLER e LUCKOW, 1994).

d) Simplicidade das técnicas envolvidas no SVEB, tanto na obtengdo do
baculovirus recombinante quanto na infecc¢ao viral das células.

e) Expressdo simultinea de multiplos genes: SVEB oferecem a capacidade de
expressdo de dois ou mais genes simultaneamente em uma unica célula de inseto
infectada, o que esta ligado a larga capacidade de inser¢do de genes clonados nos
nucleocapsideos do baculovirus e ao fato de ele possuir pelo menos dois promotores
fortes, das proteinas poliedrina e p10. Assim, proteinas complexas que dependem da
formagdo de dimero ou multidimero podem ser obtidas.

f)  Facilidade de purificagdo das proteinas recombinantes uma vez que ¢ possivel
cultivar as células de inseto em meio de cultura livre de soro.

g) Baixo risco de contamina¢do dos manipuladores e do ambiente devido a

especificidade de hospedeiros (insetos).
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Estes fatores associados a todas as demais caracteristicas do sistema células de

inseto/baculovirus o tem tornado amplamente utilizado para obtencdo de proteinas

recombinantes funcionais com altos rendimentos.

3.7 Obtencao do baculovirus recombinante pela técnica de transposicao

A transposi¢do consiste na mudancga de local de um fragmento de DNA dentro de um

genoma, realizado por enzimas transposases. Para que esta mudanga ocorra ¢ necessario que a

seqiiéncia a ser transposta esteja ladeada por sitios doadores de transposi¢do e que no local de

destino do fragmento haja sitios receptores de transposicao. Esta competéncia ¢ encontrada na

bactéria DH10Bac (Figura 4.4), que além do seu proprio genoma contém o genoma do

baculovirus (denominado bacmideo) e um plasmideo auxiliar que codifica para transposases.

No bacmideo ha sitios receptores de transposicdo situados de modo que o gene transposto

fique sob controle do promotor da poliedrina.

segue:

As etapas para obtencdo do baculovirus recombinante podem ser resumidas como

a) Clonagem do gene de interesse no vetor de expressdo, entre os sitios doadores
de transposi¢do e sob controle do promotor da poliedrina;

b) Obteng¢dao do bacmideo recombinante: transformagdo da bactéria DH10 Bac
com o vetor de expressdo contendo o cDNA do gene de interesse;

c) Selecdo de colonias bacterianas recombinantes: com a multiplicagdo das
bactérias nas quais ocorreu transposi¢do o bacmideo recombinante ¢ reproduzido. O
plaqueamento ¢ realizado em meio contendo a combinacdo de antibioticos adequada
(de acordo com os genes de resisténcia a antibidtico contidos nos genoma da

bactéria, bacmideo e plasmideo auxiliar) e também na presenca de substrato X-Gal e



18

de indutor para expressao de P-galactosidase, IPTG. Assim, as coldnias brancas
indicam a interrupcdo do gene lacZ e sdo isoladas para a confirmagdo da
recombinacao.

d) Extracdo dos bacmideos recombinantes;

e) Transfeccdo das células de inseto com o bacmideo recombinante: o genoma do
bacmideo ¢ inserido nas células utilizando-se reagentes que formam lipossomas, ou
seja, vesiculas lipidicas que transportam em seu interior o DNA a ser inserido. No
nuicleo da célula, este novo DNA ¢ reconhecido e comeca a utilizagdo da maquinaria
celular para sintese das moléculas virais, mas sem a integracdo do DNA heter6logo
ao DNA celular, ou seja, a expressdo ocorre de maneira similar a uma expressao
transiente;

f)  Produgdo do baculovirus recombinante pelas células de inseto transfectadas:
nesta primeira produ¢@o sdo obtidas particulas virais e proteina recombinante, porém
em baixa concentracao;

g) Amplificacdo do estoque viral: utiliza-se uma parcela do inéculo viral obtido
anteriormente para infectar novas células e obter cultura com maior concentracao
viral possivel (alto titulo). A amplificacio pode ser repetida duas vezes pois a
passagem por varias amplificagdes pode produzir mutacdes.

Apds a amplificacdo o estoque viral ¢ titulado e pode ser utilizado nos experimentos

de expressdo a MOI (Multiplicity of infection) conhecidos.

3.8 Ciclo da infeccao celular e subseqiiente expressao da proteina

Uma vez que virus ndo possuem atividade metabodlica propria, sua propagacao se da
pela replicagdo na célula hospedeira, na qual os processos metabdlicos sdo redirecionados e

passam a estar em funcdo do virus, produzindo seus componentes protéicos e acido nucléico.
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O ciclo de infec¢ao celular provoca uma seqiiéncia de eventos tanto no que diz
respeito a célula hospedeira como a replicagdo viral em si e pode ser descrito sob estes dois
aspectos (pensando no baculovirus ‘selvagem’ que produz poliedrina):

A) Ciclo da infeccdo — como acontece a infecgdo e a replicagdo viral.

1. Etapa de fixacdo ou adsor¢do do virus: Esta fase ¢ pré-requisito essencial no
processo de infecgdo viral e requer a presenga de receptores especificos presentes na
superficie da célula susceptivel a infecgdo. Se a célula perde o receptor para um
virus especifico ndo ¢ mais infectada por ele. Para virions nus (sem envelope) as
proteinas da superficie do capsideo sdo provavelmente responsaveis pela ligagdo a
um receptor especifico da célula ; para virions envelopados como os baculovirus, as
glicoproteinas da superficie da membrana do envelope sdo responsaveis pelo
reconhecimento de um receptor presente na superficie celular, ocorrendo a posterior
fixagdo. Além disso pode ocorrer também a adsor¢do por endocitose onde ocorre a
liberagdo do DNA viral no nucleo da célula hospedeira pelo desnudamento do
nucleocapsideo.

2. Fase precoce da infeccdo — de 0 a 6 horas de infecgdo, inicia-se a utilizacdo de
RNA polimerase e DNA polimerase da célula para expressdo de genes necessarios
para ativagdo da maquinaria celular (genes de reconhecimento de promotor,
regulacdo do ciclo celular, expressdo de RNA polimerase viral, etc). Esta €, portanto
a fase de expressao de genes iniciais, necessarios para a etapa seguinte.

3. Fase tardia — de 6 a 24 horas de infec¢do, inicia-se a sintese e replicacdo do DNA
viral e o envelopamento deste material para que ocorra a liberagdo das particulas
virais através da membrana celular, os chamados ‘Budded Virus’, ou ‘virus que

brotam’. Estas particulas ndo sdo ainda envoltas na matriz poliédrica protéica, ou
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seja, sao particulas infecciosas ativas isoladas, aptas a serem absorvidas e infectarem
outras células (denominadas ECV — extracellular virus).

4. Fase muito tardia — Apos 24 horas. Além de expansiva replicagdo viral, ocorre
nesta fase a expressao da poliedrina (para o caso de virus selvagem) ou da proteina
recombinante sob controle da poliedrina. Quando na presenga da poliedrina, é a
partir deste momento que as particulas virais (nucleocapsideos) sdo envoltas na
matriz poliédrica (para o caso do NPV) e os novos baculovirus, completos, sido
liberados pela lise celular que comeca a ocorrer a partir de 96 horas pos-infecgao.

B) Alteracdes observadas nas células como conseqiiéncia da infecgdo viral.

1. Até 6 horas pos-infeccdo (p.i.) sdo utilizadas RNA polimerase ¢ DNA
polimerase da célula;

2. Em 12 horas p.i. observa-se a diminui¢do da presenga de RNA mensageiro da
célula;

3. Entre 18 e 24 horas p.i. diminuem muito os niveis de RNA mensageiro, actina e
histona da célula e observa-se o declinio na sintese de proteinas celulares;

4. Em 24 horas cessa a sintese protéica da célula;

5. Entre 24 e 36 horas a sintese protéica passa a ser viral — especifica.

O ciclo da infec¢ao por baculovirus pode também ser ilustrado nas Figuras 3.1 ¢ 3.2.
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Figura 3.1: Ilustragdo do ciclo da infeccdo e producdo de proteina para baculovirus do tipo

MNPV, expressando poliedrina, no inseto (In Vivo).
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Figura 3.2: Ilustragdo do ciclo da infec¢do e producdo de proteina para baculovirus do tipo

MNPV recombinante, ou seja, que ndo expressa poliedrina.
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Uma diferenca importante quando se utiliza baculovirus recombinante, sem o gene
para expressdao da poliedrina, é que ndo se formam poliedros ja que no lugar do gene da
poliedrina, proteina constituinte dos poliedros, ¢ inserido o gene da proteina de interesse. Este
fato produz uma alteracdo significante quanto a aparéncia das células infectadas: na presenga
de poliedros células infectadas sdo facilmente identificadas apds 24 horas de infecgdo e ¢
possivel visualizar os poliedros no ntcleo sob aumento de 200 vezes (Figura 3.3). Ja para
infeccdo com baculovirus recombinante a alteracdo morfoldgica ¢ somente a hipertrofia do
nucleo e o aspecto granular, menos perceptivel especialmente nas horas iniciais de infec¢ao
tornando-se mais evidente no final.

Além da questdo dos poliedros, outra alteragdo diz respeito a localizagdo da proteina.
No caso da poliedrina, apos a sintese no citoplasma ocorre o redirecionamento para o nucleo
onde se formam os poliedros. Para proteinas recombinantes, apds a sintese a proteina pode ser

normalmente enderegada, de acordo com seu peptideo sinal.

200X 400X

Figura 3.3: Células Sf9 infectadas com Anticarsia gemmatalis (AgMNPV). Identificagdo de
poliedros nos nucleos celulares a 96 horas pos-infeccdo. Fotografias obtidas no Laboratério de

Tecnologia de Culivos Celulares (LATECC) do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar.
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3.9 Cultivo de células de inseto e infeccdo viral em bioreatores

Células de inseto podem ser cultivadas em bioreatores agitados em diversos modos
de operacdo. Esta capacidade se deve a seu formato esférico, tornando possivel crescimento
em suspensdo, 0 que torna o bioprocesso mais apropriado em termos de confiabilidade e
possibilidade de aumentos de escala (PFEIFER, 1998).

Para o projeto de aumento de escala de bioreatores um dos principais pontos a ser
levado em consideracdo ¢ a necessidade de satisfazer a demanda por oxigénio sob imposi¢des
fisico-quimicas, mecanicas e geométricas dos equipamentos utilizados para mistura
homogénea, ao mesmo tempo evitando que forcas hidrodindmicas afetem a integridade das
células devido ao cisalhamento. Para o caso da infeccao por baculovirus, onde ocorre lise
celular, o bioreator adotado deve considerar também este fator, ou seja, a maior sensibilidade
das células apds a infec¢do. Estudos recomendam preferencialmente para este caso
bioreatores em batelada ou semibatelada, onde sejam completamente controlados parametros
como pO; , temperatura, pH (AGATHOS, 1996 ; MARANGA et al., 2002). Além disto, no
desenvolvimento de um processo com bioreator ¢ imperativo combinar as condigdes de
velocidade de agitacdo a oxigenacao a fim de encontrar as condigdes hidrodinamicas criticas
(CRUZ et al., 1998).

Variaveis muito importantes também no sistema de expressdo célula de
inseto/baculovirus sdo a multiplicidade da infec¢do, MOI (multiplicity of infection), que
significa a concentragao de particulas virais infecciosas por unidade de célula, além da
densidade celular na infeccdo ,CCI (cell concentration at infection) que expressa em que
tempo do cultivo deve ser realizada a infec¢do e do momento da separacao do produto, TOH
(Time Of Harvest).

Associadas a estes aspectos do cultivo celular estdo as caracteristicas fisiologicas da

célula antes e apos a infeccao por baculovirus, em termos das necessidades nutricionais para
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crescimento e manuten¢do celular bem como para geragao de produtos. Deste modo a analise
da composi¢do do meio de cultivo em fungdo do tempo permite prever os nutrientes
relacionados a cada comportamento e seus papéis na exaustdo ou excesso bem como o papel
dos possiveis metabolitos do cultivo, tanto para o cultivo ndo infectado como apos a infecgao.

Deste modo, o estudo em escala de laboratorio como o uso de frascos Schott agitados
em mesa incubadora rotativa ou entdao o uso de biorreatores de pequena escala podem oferecer
uma caracterizagdo prévia da influéncia destes procedimentos sobre o crescimento celular e
geragdo de produto, de modo a direcionar os procedimentos de escolha de um biorreator.
Contudo, quando se trata do desenvolvimento de um processo a diferentes escalas busca-se
idealmente que a cinética do crescimento e da infec¢do sejam reprodutiveis entre as diferentes
escalas e os parametros citados anteriormente exercem papel essencial neste objetivo.

De acordo com Maranga et al. (2002), a infec¢@o a baixa concentragdo de particulas
infecciosas (baixo MOI) e a determinacdo da taxa especifica de consumo de oxigénio
oferecem maior garantia de reprodutibilidade. Num estudo posterior (2004) o mesmo autor
em trabalho de aumento de escala para infeccdo de células Sf21 analisou os seguintes
parametros, para bioreatores de 2 e 25 litros e resultados mais satisfatorios:

- Volume total da dorna(L);

- Volume de liquido(L);

- Altura total da dorna (cm);

- Altura do liquido (cm);

- Didmetro interno (cm);

- Diametro (cm) e numero de impelidores;

- Pressao parcial de oxigénio (%);

- Velocidade de agitagao (rpm);

- Fluxo de ar (vvm);



25

- Numero de Reynolds;

- CCI (cel/mL);

- MOI (pfu/cel);

- Tensdo de cisalhamento (N/m?).

Basicamente, todos estes fatores acima apontados estdo envolvidos e inter-
relacionados no estudo da oxigenagdo do cultivo e na caracterizagdo fisioldgica das células
ndo infectadas e apds a infec¢do por baculovirus, mas para o caso de cultivos em frascos

Schott agitados em mesa incubadora rotativa devem ser considerados os mais convenientes.

3.10 Caracterizacio fisiologica das células Sf9

Dentre as linhagens de células de inseto existentes ha caracteristicas metabdlicas
particulares de cada linhagem ou pelo menos de grupos de linhagens. O delineamento destas
caracteristicas ¢ uma tarefa complicada devido a complexidade das reacdes metabodlicas, mas
especulagdes podem ser feitas a partir das observagdes experimentais. Nesta revisao
bibliografica sao abordadas as caracteristicas metabolicas com relagdo a carboidratos e
aminoacidos.

A caracterizagdo dos substratos necessarios ao crescimento celular, suas
concentragdes minimas no meio de cultura, seus efeitos quando na auséncia ou excesso entre
outros fatores podem levar a definicdo de um meio de cultura mais adequado para
crescimento celular otimizado e possibilitar a manipulacdo de diferentes meios de cultura
neste sentido.

Contudo, a fisiologia de uma dada linhagem celular ¢ propria e as diferentes
composi¢des de cada meio de cultura fazem com que as estratégias definidas para um
determinado meio nao sejam totalmente aplicaveis a um outro. Por exemplo, a necessidade de

suplementagdo com um determinado aminoacido num certo momento do cultivo pode variar
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de uma composicao para outra. Assim, as observagdes preliminares quanto as caracteristicas

da célula podem e devem ser utilizadas atentando-se contudo as condigdes de cultivo.

3.10.1 Metabolismo de carboidratos

Estudos para o sistema de expressdao células Sf9/baculovirus utilizando meio de
cultura TNM-FH tém procurado delinear demandas nutricionais e produ¢do de metabolitos
antes e apos a infeccdo viral. Mendonga, Palomares e Ramirez (1999), realizaram a
manipulacdo seletiva de nutrientes para células Sf9 em meio TNM-FH observando que
glicose ¢ o carboidrato consumido preferencialmente como fonte de carbono e que na sua
exaustdo inicia-se o consumo de fontes secundarias como frutose; ja a sacarose nado foi
consumida em nenhum momento. Em termos de metabolitos observou-se a producdo de
lactato enquanto glicose e frutose estavam disponiveis, mas este metabodlito passou a ser
consumido a baixas concentracdes dos carboidratos; também a produg¢dao de amonia e dos
aminoacidos alanina e glutamina foi observada.

Apo6s a infeccdo, observacdes quanto a consumo de oxigénio (SCOTT,
BLANCHARD e FERGUSON, 1992) e manipulacao do meio de cultura (WANG, SIMON e
BENTLEY, 1993) mostraram que a produgdo de proteina recombinante pdde ser maior
elevando-se os niveis de oxigénio dissolvido e que a suplementacao do meio com glicose e
glutamina no momento da infec¢do levou ao mesmo efeito.

Contudo, estas conclusdes sdo dependentes das concentragcdes destes e de outros
nutrientes em cada meio de cultura de modo que esta investigagdo deve ser conduzida para o
meio adotado nos experimentos de cultivo. Estudos realizados em meio de cultura SF900 II,
rico em glicose (~10 g/L), mostraram que este carboidrato ¢ pouco utilizado por células de
inseto S2 (ARANTES, 2004). Do mesmo modo, para cultivo de células Sf9 neste meio de

cultura, Radford, Greenfield e Reid (1997) observaram a baixa utilizacao de glicose, que no
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final da fase exponencial de crescimento ainda estava presente em alta concentragdo: 30-50 %
da concentragdo inicial. Além disso observou-se que sacarose nao foi utilizada.

Este comportamento com relagdo a glicose também foi notado por Ikonomou, Bastin
e Schneider (2001), em cultivos de células Sf9 em meio similar ao SF900 II, YPR, que
contém também cerca de 10 g/L de glicose. Nestes cultivos verificou-se que quando as
cé¢lulas saem da fase exponencial de crescimento ainda ha cerca de 40% da concentragdo
inicial de glicose.

Pouco se encontra na literatura especifica a respeito de outros carboidratos utilizados e
até mesmo possiveis limitantes do crescimento celular. Neste sentido o trabalho de Radford,
Greenfield e Reid (1997) apresenta o diferencial de analisar o papel da maltose no
crescimento celular, onde notou-se que este carboidrato ¢ uma fonte alternativa de glicose e ¢
consumido rapidamente a densidades superiores a 1x10° cel/mL. E relatado que no final da
fase exponencial de crescimento maltose estava a niveis muito baixos e foi exaurida durante a
fase estacionaria. Outra observagdo importante foi que poucas modificagdes ocorreram em
termos de consumo ou exaustdo de carboidratos apos a infecg¢do, ja que em geral se faz a
ressuspensdo das células em meio fresco, justamente para se prevenir a insuficiéncia de

substratos na infec¢do e produgdo de proteina.

3.10.2 Metabolismo de amino&cidos

Dentre os aminoacidos mais utilizados para células de inseto, encontra-se na literatura
maior enfoque para a glutamina. Benslimane et al., (2005), realizaram estudos através da
marcacao radioativa de carbono e aponta a utilizagdo da glutamina como fonte de carbono
para o ciclo do écido tricarboxilico.

Algumas previsdes sugerem que culturas de células de inseto em excesso de glicose e

glutamina produzem alanina como subproduto metabolico, mas variagdes sdo decorrentes de
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cada tipo de célula. Por exemplo, para células T.ni ocorre acuimulo de lactato, alanina ¢ ions
amonio em excesso de glicose e glutamina, mas células Sf9 se diferenciam neste sentido pois
mesmo em excesso destes substratos nao apresentam acumulo de lactato e amonio. Entretanto
ions amonio podem se acumular em meio com baixa concentracdo de glicose. Ja a alanina ¢
um metabdlito comum em presenca ou escassez de glicose (RHIEL, MITCHELL-LOEGEAN
e MURHAMMER, 1997).

Com bastante especificidade, Drews, Paalme e Vilu, (2000), propuseram uma rota
metabolica para glutamina e glicose através de marcacdo de carbono e nitrogénio. Esta

proposta é resumida na Figura 3.4.
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Figura 3.4: Metabolismo de aminoacidos proposto para células Sf9 (Drews et al.,2000).
Abreviagdes : GP6-glicose-6-fosfato ; Fl,6P-frutose-bifosfato ; GAP- gliceraldeido fosfato ;
HAP —dihidroxicetona fosfato ; PYR- piruvato ; 2-OG-2-oxiglutarato ; Enzimas : 1-DHAP
desidrogenase ;  2-lactato  desidrogenase ;  3.a-piruvato  decarboxilase ;  3.b-etanol
desidrogenase ; 4-glutamatopiruvato transaminase ; 5S-glutamato sintaze; 6-glutamina

sintetaze ; 7-glutaminase ; 8-glutamina desidrogenase ; 9- fluxo do TCA de volta pra glicolise.
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Pela rota metabodlica proposta através da marcacao de nitrogénio, os pesquisadores
identificaram que o doador de nitrogénio para a formagao de alanina é o grupo amina da
glutamina e o grupo amida do glutamato também cumpre este papel. As investigagdes
apontaram também para a acdo de amidotransferases das células Sf9 e ndo das vias de
glutaminase e glutamato desidrogenase, além da observacao de o metabolismo de glutamina
ndo ser sensivel a concentragao de glutamato extracelular. Por outro lado, para a formagao de
ions amodnio estariam envolvidas glutaminase e glutamato desidrogenase.

Com relacdo ao metabolismo de glicose observou-se que este composto ao entrar no
TCA (ciclo do acido tricarboxilico) € convertido em moléculas de 3 carbonos, lactato e
alanina. Além disso, mesmo em meio que possui glutamina este aminoacido ¢ sintetizado a
partir de glicose.

Podem ser encontrados outros trabalhos na literatura que fazem a analise quantitativa
da glutamina no sentido de identificar a concentragdo minima necessaria nas formulagdes de
meio de cultura. Ikonomou, Bastin ¢ Schneider (2001), citam a exaustdo de glutamina em
cultivo em bioreator, em meio YPR, partindo de uma concentragdo inicial de 2,0 g/L., mas ndo
consideram este substrato limitante, nestas concentragoes.

Além da glutamina, trabalhos apontam para a utilizagdo essencial de cisteina por
células Sf9. Radford, Greenfield e Riel (1997), realizaram cultivos de células Sf9 em meio
SF900 II, em bioreator e obtiveram que o Unico aminoacido completamente consumido foi a
cisteina, podendo-se atribuir a isto o fim do crescimento exponencial. Coincidente a sua
exaustdo foi observado o fim do consumo de outros aminoacidos, ou seja, tudo indica que a
exaustdo de cisteina compromete o metabolismo celular. Além disso, observou-se o
comportamento deste aminoacido como limitante na producio de proteina recombinante uma
vez que sua exaustdo aconteceu 60 horas pds-infecgdo e foi relacionado a diminuicdo do

rendimento de proteina recombinante.
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3.11 Escolha do meio de cultura mais adequado

Uma das dificuldades encontradas no cultivo de células de inseto refere-se a
complexidade do meio de cultura utilizado para crescimento celular e geracdo de produtos;
muito tem sido realizado para a otimizacdo dos componentes visando-se baixo custo e alta
produtividade. Esta complexidade ¢ justificada pelo fato de que células de inseto requerem
mais que simples nutrientes para crescimento e proliferacdo, seja para manutencdo de um
fenotipo produtivo seja para geracao de produtos.

Com base na suplementag@o do meio de cultura com SFB (soro fetal bovino) para o
cultivo de células de mamiferos, encontram-se pesquisas com células Sf9 utilizando-se meios
de cultura com tal suplemento (MENESES-COSTA et al., 2001; PALOMARES, PEDROZA
e RAMIREZ, 2001). Entretanto, este uso apresenta problemas como a variabilidade propria de
cada lote de produgdo de soro (devido, por exemplo, a diferencas entre os animais e fatores do
ambiente), possibilidade de contaminagdo (virus, bactéria, micoplasma, fungo, endotoxina) e
dificuldade na separagdo dos produtos devido a composi¢do indefinida do SFB. A
minimizagdo destes efeitos implica em alto custo permanecendo o fator variabilidade, onde
diferentes lotes de soro podem exercer diferentes estimulos ao crescimento celular.

Para células de inseto em geral observa-se boa adaptagdo e alto crescimento em
meios livres de soro, tanto para cultivo em monocamada como em suspensio.
Especificamente para células Sf9 desenvolveram-se meios livres de soro como SF900 SFM,
SF900-1I SFM e ExCELL 400. Entretanto, os trabalhos de cultivo de células Sf9 encontrados
na literatura especializada, nos anos recentes, indicam principalmente o uso dos meios TNM-
FH e SF900 II, a saber:

- TNM-FH — meio elaborado a partir de meio Grace (Life Technologies)
suplementado com 3,33 g/L de lactoalbumina e 3,33 g/L de extrato de levedura. E geralmente

suplementado também com 10% (v/v) de SFB. Trata-se de um meio economicamente viavel
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devido ao seu baixo custo; entretanto, o uso de SFB apresenta as desvantagens ja tratadas
anteriormente.

- Meio SF900 II (Gibco, Life Technologies) — utilizado sem a necessidade de
suplementagdo com SFB, fator favoravel pelos motivos ja apresentados. Embora
consideravelmente mais caro que outros meios, como o TNM-FH, ¢ vantajoso devido a
auséncia de SFB e a maior concentragdo de nutrientes chaves para o metabolismo celular.

Embora se encontre na literatura especifica trabalhos utilizando meio de cultura
TNM-FH para o cultivo de células de células de inseto, inclusive para células Sf9, o fato da
adaptacdo das células Sf9 a meios sem soro e os problemas inerentes a tal utilizagdo tém
estimulado o desenvolvimento e utilizagdo de meios SFM (Sorum Free Medium). Assim,
Barnett B.B, 1998, compara a utilizacdo de TNM-FH suplementado com SFB com meios
livres de soro em termos de densidade celular e expressdo de proteina recombinante para um

sistema de expressao Sf9/baculovirus, conforme a Tabela 3.2.

Tabela 3.2:. Crescimento celular e produgdo de proteina para duas linhagens de células de

inseto lepddpteros, em diferentes meios de cultura.

Meio TNM-FH HYQ-SFX SF900-11 Express Ex-Cell
+10% SFB Insect Five 405

Célula

Sf-9 4,5 x10° 1,1 x10’ 7,5x10° cel/mL 6,0 x10° 5,3 x10°
cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL

High-Five 6,1 x10° 1,2 x10’ 5,7x10° cel/mL 1,2 x10’ 1,3 x10’
cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL

p-galatosidase 230,000 1900,00 * * *

em Sf-9 un/mL un/mL

p-galatosidase 202,500 un/mL 598,000 un/mL * 230,000 388,000

em High Five un/mL un/mL

(*): ndo utilizado para sistema célula de inseto /baculovirus
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Observa-se que os menores valores tanto de proteina recombinante produzida como
de densidade celular maxima dizem respeito ao uso do meio TNM-FH. A mesma
desvantagem foi observada em relacdo a concentragdo de particulas virais geradas apos a

infeccdo pelo ciclo viral.

3.12 Estratégias de infecc¢ao : multiplicidade da infeccao (MOI - Multiplicity of Infection)

e densidade celular na infec¢dao (CCI-Cell Concentration at the Infection)

O titulo de um estoque de virus ¢ a concentragdo de particulas virais infecciosas, o
que ndo ¢ equivalente a concentracdo total do virus na solugdo estoque pois nem todas as
particulas virais sdo infecciosas. Estas particulas ndo infecciosas podem ter seu fracasso
atribuido a ligacdes defeituosas na proteina viral, dificuldade de adesdio a membrana
plasmatica ou endossomos ou ainda pela presenca de genomas defeituosos. O titulo de uma
solugdo estoque de virus pode ser determinado por ensaio de plaqueamento ou pelo método da
dilui¢do final (Invitrogen, catdlogo 10359):

A) Plaqueamento: um cultivo celular em monocamada confluente ¢ infectado com
solugdo estoque viral. Apos periodo de adsor¢do de 1 hora o indculo infectado é plaqueado
sobre uma camada de metil celulose ou agarose e considera-se cada placa derivada de uma
unica particula infecciosa; isto € repetido para diferentes dilui¢des. Faz-se entdo a contagem
das placas para cada dilui¢dao adotada e determinam-se quantas unidades formadoras de placa
ou PFU (plaques forming unit) estdo presentes em cada mL de solugdo estoque.

B) M¢étodo da diluicdo final: infectam-se multiplos cultivos de células em
monocamada confluentes com solugdes estoque de virus a diferentes dilui¢des e estima-se a

dilui¢do necessdria para infectar metade da cultura. A concentracdo obtida da andlise da
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dilui¢do final € conhecida como dose infecciosa necessaria para 50 % de cultura de tecido
(TICDsp) e pode ser convertido a PFU pela relagdo estatistica (Eq. 3.1):

PFU =0,69 xTICD;, (Eq. 3.1)

A partir destes dados tem-se a multiplicidade da infec¢ao, MOI, que corresponde a
concentragdo de particulas virais infecciosas (PFU - unidades formadoras de placas) por
célula no momento da infec¢do, ou seja, PFU/cel.

Uma preocupagdo ao se tratar da concentragdo viral ¢ a realizacdo de uma infec¢ao
sincronica, ou seja, um crescimento celular de 5 % ou menos nas 06 horas seguintes a
infec¢cdo, previamente a sintese dos genes virais. Isto é possibilitado pelo uso de valores
razoaveis de MOI que previnam o crescimento celular excessivo de células nao infectadas que
competiriam por substratos essenciais a producdo do gene viral e da proteina recombinante.
Em outras palavras, ndo ¢ interessante apds a infeccdo a multiplicagdo de células ndo
infectadas e a multiplicidade de infeccao utilizada deve permitir esta condi¢do. Por outro lado,
antes da lise e morte celular todas as fontes de nutrientes devem estar consumidas, ou seja,
deve-se também encontrar o momento ideal para a infec¢ao.

Em geral, infec¢do com alto MOI € uma estratégia para infec¢@o sincronica, de modo
a garantir que para cada célula haja pelo menos uma particula viral infecciosa; a probabilidade
deste modelo ¢ descrita pelo modelo Poisson. Ja a utilizagdo de baixo MOI, que ndo ¢ uma
boa estratégia para a producdo de proteina em termos de rendimento, ¢ conveniente para a
expansao e amplificacdo de culturas estoque preservando a integridade genética.

O processo de infecgcdo tem inicio no contato direto células-baculovirus o que ¢
conseqiiéncia das colisdes entre eles. Os virus entdo se ligam a superficie celular através dos
receptores de endocitose e sdo transportados ao nicleo. A maximizagdo da primeira etapa da
infeccdo pode ser feita utilizando-se altos valores de MOI o que acarreta a maior

probabilidade de colisdes, mas levando-se em conta que a infeccdo com producdo muito
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rapida de proteina pode alterar a integridade do virus recombinante e conseqiientemente
produzir particulas virais e proteinas com modificagdes em relagdo a origem (O’REILLY,
MILLER e LUCKOW, 1994).

Além do valor de MOI utilizado, toda compreensdo dos fatores que influenciam a
interagdo célula-virus pode ser muito util no desenvolvimento de um procedimento otimizado
de infecgdo. Assim, Petricevich et al., 2001, trabalhando com a proteina VP4 do rotavirus
SA11, realizou a infecgdo sob MOI de 5,0 PFU/célula analisando também outros fatores como
a utilizacdo de um tempo de adsor¢do antes da inoculacdo em bioreator e a influéncia de soro
fetal bovino na adsor¢do. Neste caso observou-se que a introdugdo de um periodo para a
adsorc¢do do virus antes da incubagao teve efeito positivo na viabilidade celular apos infecg¢ao
e na quantidade de proteina produzida.

Outro importante fator de influéncia na infec¢do celular foi o uso de soro fetal
bovino, presente no meio de cultura adotado (TNM-FH) e adicionado a diferentes
concentragdes no momento da infecgdo. O SFB ¢é reconhecido como importante aditivo
devido aos hormdnios necessarios a manutengdo, proliferacdo e diferenciacdo celular e a
prote¢do celular devido a presenca de enzimas, inibidores enzimaticos ¢ outras moléculas com
capacidade tamponante. Entretanto, neste estudo, sua presenca no momento da infeccio
resultou em efeito negativo para a cinética de adesdo do virus a superficie celular; este
resultado € um bom argumento em meio a discussdo sobre utilizagdo de meios livres de soro e
confirma esta necessidade.

O controle sobre a sincronicidade da infec¢do pode direcionar outras estratégias de
cultivo. Zeiser et al. (2000), testando infecgdes a MOI de 0,001, 10 ¢ 1000 ¢ analisando a
realizacdo ou ndo de uma infecgdo sincronica, relata a possibilidade de suplemento de
nutrientes no caso de infec¢do ndo sincronica a fim de prevenir a exaustdo dos mesmos pelo

consumo de células nio infectadas, em crescimento.
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Igualmente importante ¢ a variavel densidade celular no momento da infec¢do, CClI,
associado ao estagio em que se encontra o cultivo: inicio, meio ou fim da fase exponencial de
crescimento. Quanto maior valor da CCI maior devera ser a concentragdo da solugdo estoque
viral (PFU/mL) ou o volume a ser utilizado no procedimento de infec¢do. O rendimento do
produto esta associado ao niimero de células infectadas com o baculovirus recombinante e,
portanto € conveniente a maior densidade de células vidveis possivel. Contudo, deve ser
considerado que apos a infecgdo deve haver ainda suficiente concentragdo de substratos
essenciais a atividade metabdlica e de sintese das particulas virais e da(s) proteina(s) de
interesse. Uma possibilidade de solugdo com respeito aos nutrientes ¢ a suplementagdo com
meio de cultura no momento da infec¢do ou através de batelada alimentada (CHAN et al.,
2002).

A utilizagdo de concentragdes celulares muito altas pode ser prejudicial por outros
fatores, dentre eles o acumulo de metabolitos que exer¢am carater toxico ou a dificuldade de
oxigenag¢do de todas as células devido a formagao de aglomerados celulares. Deste modo os
experimentos de cultivo devem ser acompanhados da analise dos nutrientes e metabdlitos em
cada momento e da eficiéncia da respiragdo celular nestas condi¢cdes a fim de se definir a

adequada densidade celular na infec¢do, CCI, também denominado momento da infecgao.

3.13 Comentarios gerais sobre a Revisdo Bibliografica.

A partir dos dados coletados na literatura especifica sobre cultivos de células de inseto
e utiliza¢ao de baculovirus para producdo de proteinas reocombinantes, pode-se notar que por
um lado os esfor¢os convergem para a otimizagdo deste bioprocesso em termos de custo de
produtividade, de modo que o desenvolvimento dos objetivos do presente trabalho pode ser

uma importante contribui¢cdo. Por outro lado, ¢ valida a expressao de Canacistatina, uma
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proteina de planta, pelo sistema célula de inseto/baculovirus uma vez que se encontra na
literatura proteinas de planta e outras que tiveram sua atividade/funcionalidade melhorada

pela expressdo neste sistema eucariotico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Linhagem celular: preservacédo e ativacao

As células de Spodoptera frugiperda (Sf9) foram cedidas pelo Dr. Ronaldo Zucatelli
Mendonga, do Laboratorio de Imunologia Viral do Instituto Butanta.

Para a criacdo do banco de células realizou-se a amplificacdo do cultivo n°l (em
garrafa de 25 cm?) em frascos Schott, meio SF900 II, agitados a 100 rpm. As células foram
preservadas por congelamento em meio SF900 II com 7,5% de DMSO (dimetilsulfoxido) e
50% de SFB, quando o cultivo atingiu a metade da fase exponencial de crescimento. O
procedimento de congelamento inclui a preservagdo por 1 hora a -20°C, por 24 horas a -80°C
e a seguir a estocagem em nitrogénio liquido, a -270°C. A partir do primeiro estoque
criopreservado foram gerados outros pela ativacao das células e repeti¢ao deste procedimento
de congelamento.

As células foram congeladas na densidade de 1x107 células/mL. A ativa¢io em
Schott com 12 mL de SF900II (C = 8x10° cel/mL) envolveu descongelamento rapido e
centrifugacdo a 800 rpm por trés minutos, para remo¢ao do DMSO e do SFB. Quando
necessario, realizou-se a centrifugagdo entre 24 e 48 horas de cultivo para remogao de debris
de células mortas, provenientes do stress do descongelamento. Entretanto, na grande maioria

das vezes as células apresentavam crescimento normal entre 48 e 72 horas de cultivo.
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4.1.2 Meios de cultura

Os procedimentos de congelamento e descongelamento foram sempre realizados em
meio SF900 II (Gibco, EUA). Este meio também foi utilizado em diversos experimentos de
cultivo.

Para os experimentos de otimizacdo de meios de cultura foi preparado meio TNM-
FH a partir do meio de Grace (Life Technologies Inc.) suplementado com 3,33 g/L de
hidrolisado de lactoalbumina (Life Technologies Inc.) e 3,33 g/L de extrato de levedura (Life
Technologies Inc.). A partir deste meio de cultura realizaram-se dilui¢des do meio SF900 II
nas propor¢des 1:1, resultando no meio aqui denominado Meio 50%, com e sem adigdo de 5%

de Soro Fetal bovino (Cultilab), de acordo com os experimentos planejados.

4.1.3 Baculovirus recombinante

Para os experimentos de infec¢do foi utilizado o baculovirus recombinante
vAcCANA, construido em trabalho conjunto com Mylene Melo, do Laboratorio de Biologia
Molecular, Departamento de Genética e Evolugdo da UFSCar. As etapas da construgdo sio
mostradas a seguir e podem também ser encontradas com detalhes no seu trabalho (MELO,

2007).

4.2 Metodologia de construciao do baculovirus recombinante

O baculovirus para expressao de Canacistatina, VACCANA, foi gerado pela técnica de
transposicdo sitio-especifico, de acordo com o manual “Bac-to-Bac*Baculovirus Expression

System”, Invitrogen. A seqiiéncia de construcao ¢ esquematizada na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Representacdo esquematica da constru¢do do baculovirus recombinante proposta

pelo Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen).

Esta seqiiéncia de construg@o pode ser detalhada separadamente da seguinte forma:
-cDNA ¢ primers: O cDNA que codifica a Canacistatina (GenBank N° AY119689) (Figura
4.2), contido no clone pET28acanecys (SOARES-COSTA et al., 2002) foi amplificado por
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir do plasmideo pET28a. Foram desenhadas as
seguintes seqiiéncias de oligonucleotideos (primers): Forward 5> CCATG GCC GAG GCA
CAC AAC GGG 3’ e Reverse 5’AAG CTT GGC GTC CCC GAC CGG CT 3’ , nas quais
estdo inseridos sitios de clivagem para Ncol e Hind III, que estdo presentes no vetor de
expressdo. As regides de hibridizacao dos primers ao cDNA e os sitios de clivagem podem

ser observados na Figura 4.2.



40

o

ATG

l Sitio Heo I

GCC

GCA CAC RAC

(e el

GTG
GAC
G R
AG
ATG
GGC
TG
GG

GGC
CTC
CRC
CTG
CRAC
LA
=Rl
=RC

GAC
GAG
ARC
GTG
CAC
ARG
ARC
GCC

CGE GAC GOG

. ATC GAG CTC

ARG ROCC RAC
GTG AGG CAC
LACC GTC CAG
TAC GAG GCC
ARG CAG CT>
CTT

T Sitio Hind III

COG
GO
GG
CRG
GTG
BAG
CAG

Coi
GOC
CGC
ATG
GTG

GTG
AGL

CGeo
GGC
TTC
CTG
GTG
GAG
TGE
TTC

GTG
CAC
GCC
GRG
GCC
GCC
GAG
CAG

GG
GRAG
GTC
TTC
(e e
GGC

L

LAC
GCC
GAG
[CC
GG
GTG
GTC

Figura 4.2: Seqiiéncia da fase aberta de leitura da Canacistatina, com regides de hibridizagdo

dos primers e sitios de restrigdo das enzimas Nco I e Hind III. Negrito: fase aberta de leitura;

Sublinhado: regides de hibridizacdo dos primers; Box colorido: sitios de restri¢ao.

- Clonagem no vetor de expressao: O cDNA amplificado nestas condigdes foi sub-

clonado no vetor de expressdo, pFastBac HTB, doador de sitios de transposicao, e selecionado

pela resisténcia a ampicilina. Para amplificagdo do vetor foram transformadas células

competentes E. coli DH5a , com selecdo de transformadas por resisténcia a ampicilina.

Realizou-se entdo PCR de colonia e andlise de restrigdo para confirmar a presenca e

orientacdo do inserto, além do seqiienciamento do vetor recombinante em seqiienciador 377

DNA Sequencer, ABI Prism. A Figura 4.3 refere-se ao mapa do pFastBac HT A, sendo que a

diferencga entre A e B ¢ o numero de pares de bases (HTB: 4857 pb).
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pFastBac™HT A
4856 bp

Figura 4.3: Mapa do vetor de expressao, pFastBac HT A, praticamente idéntico ao pFastBac
HTB.

- Transformagdo de células DH10Bac: Com o plasmideo recombinante isolado por
Mini-prep (Sambrook and Russell, 2001) transformou-se por choque térmico células
competentes DH10-Bac. Estas células contém além do seu préprio genoma o bacmideo,
genoma modificado do baculovirus AcMNPV (Autographa californica multiple nuclear
polyhedrosis virus) e um plasmideo helper que codifica para a enzima transposase. Foi
realizada selegdo pela coloracdo com substrato Bluo-gal, pois o bacmideo contém o gene do
peptideo LacZa, cuja expressdo ¢ impedida quando ocorre a transposi¢do, ou seja, para
bacmideos recombinantes as colonias sao brancas. Além disso, utilizou-se a combinacao de
antibioticos kanamicima, tetraciclina e gentamicina, de acordo com os marcadores presentes
(Figura 4.4). A analise de bacmideo recombinante positivo foi feita por PCR, com primers

MI13.

(Tetrasiclina £l

Doador

!
!
lacZ ] f mini-attTn7

[Gentarueina x)

Figura 4.4: Elementos envolvidos na transposi¢do, em células competentes DH10Bac. A

regido de transposi¢do pode ser visualizada nos apéndices A e B.
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- Transfeccao de células Sf9: Isolou-se o bacmideo recombinante positivo por Mid-
prep (Kit Qiagen) e procedeu-se a transfeccdo das células utilizando o reagente Cellfectin®
(Invitrogen). Este reagente ¢ uma formulacao de lipideos cationicos que formam lipossomas
com o DNA tornando possivel a permeabilidade através da membrana plasmatica da célula,
também de carater lipidico.

- Isolamento do primeiro estoque viral, P1: Apos 7 dias de incubagdo coletou-se o
sobrenadante de cada placa, consistindo em meio de cultura e particulas virais recombinantes,
ou seja, o baculovirus vVAcCANA propriamente dito.

- Amplificacdo do estoque viral P1: Com algumas alteragdes em relagdo ao que
indica o protocolo utilizado até aqui (Invitrogen), realizou-se a amplificagdo do estoque P1
infectando 10° células em 4 mL de meio SF900 II, com 1 mL de estoque P1. Com este
volume, considerando-se que P1 tem cerca de 10’ pfu/mL assegura-se que ¢ possivel infectar
cada célula com pelo menos uma particula viral. Esta infec¢do foi mantida por sete dias de
incubacao a 27°C e a seguir isolada por centrifugagdo, consistindo em estoque viral P2, de
alto titulo viral.

- Extragdo de RNA total de células infectadas com estoque viral P2 e sintese de
c¢DNA por RT-PCR (reagdo com transcriptase reversa ¢ PCR com primers da Canacistatina a
partir do cDNA produzido). A extragdo foi realizada com Trizol Reagent (Invitrogen).

- Extragdo de DNA de ‘Budded Virus’ e PCR utilizando primers da Canacistatina:
utilizou-se a metodologia aplicada a baculovirus ndo recombinante (O’REILLY, MILLER e
LUCKOW, 1994).

- Determinagdo da concentragdo viral: determinou-se o titulo viral do estoque P2

pelo ensaio de dilui¢do final, End-Point Dilution (O’REILLY, MILLER e LUCKOW, 1994).
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4.3 Experimentos de cultivo em frascos Schott

Com base nos efeitos favoraveis pré-definidos na literatura especifica a respeito da
utilizagdo de meio condicionado no indculo, foi adotado no presente trabalho a utilizagao de,
em média, 20% de meio condicionado como estratégia de otimizag¢do dos cultivos. Com isto,
ndo foi empregada a centrifugacdo das células do pré-indculo pois foi realizada a dilui¢ao
direta em cerca de 80% de meio fresco.

No que diz respeito ao modo de preparagdo do indculo, adotou-se as condicdes de
densidade celular em torno 4 x 10° cel/mL, o que significa a metade da fase exponencial de
crescimento, aproximadamente, e viabilidade acima de 97%. Quando se prepara um pré-
indculo com densidade inicial de 10° cel/mL, a metade da fase exponencial se d4 em torno de
48 horas.

Na Figura 4.5 pode-se acompanhar o procedimento tipico seguido num experimento

de cultivo de células S19.

Descongelamento de Ativagdo das células em Inocula¢do quando o
células > frascos Schott a 28°C, > pré-ino’cu]o for
SF900 II e 100 rpm adequado
Retirada de amostras Realizagdo do experimento
com intervalos de tempo | em condigdes pré-
regulares Al determinadas em frascos
Schott em shaker

~0,4 mL de suspensio ~0,1 mL de suspensao
A A
Centrifugacao Determ. de concentragao
Células ‘Hﬁ Sobrenadante ¢ viabilidade celular
Descarte Analises de substratos

e metabolitos

Figura 4.5: Fluxograma de um experimento de cultivo de células Sf9 tipico, em frasco Schott
agitado, para levantamento de dados cinéticos.
(*) o pré-indculo € considerado adequado quando as células se encontram na metade da fase

exponencial de crescimento e com viabilidade acima de 97%.
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4.4 Experimentos de infec¢io viral em frascos Schott

Para os experimentos de infec¢do viral das células Sf9 foram observadas as
condi¢des indicadas no protocolo (Invitrogen) e Manual (O’Reilly) de expressdao de proteinas
por SVEB: infectar células que estejam na fase exponencial de crescimento; infectar uma
densidade celular especifica e coletar no momento pré-determinado de maior rendimento sem
interferéncia de proteases. Assim, uma vez conhecidas as caracteristicas de crescimento das
células antes da infeccdo e também o tempo de coleta da proteina (através de ensaio de
expressao), foram adotadas as condic¢des:

- Preparagio de inoculo a 1x10° cel/mL para utilizagio das células na metade da fase
exponencial, quando a densidade celular seja no maximo 4x10° cel/mL, cerca de 48 horas de
cultivo (frasco Schott de 125 mL com volume de trabalho de 20 mL).

- Infec¢ao de células na densidade de 1,5 — 3,0 x10° cel/mL, ressuspendendo em 20
mL de meio novo em frascos Schott de 125 mL ou entdo, 30 ml de meio em frascos Schott de
250 mL.

- Coleta do pellet de células 96 horas p.i.: A proteina Canacistatina ¢ intracelular ¢
citoplasmatica e portanto foi recuperada do pellet de células vivas e mortas para posterior
purificagdo e quantificagdo da proteina.

- Purificacdo da proteina: Foi utilizado o protocolo de purificagdo QIAExpressionist,
QIAGEN, que consiste da lise das células seguida da eluicdo do sobrenadante em coluna de
niquel. A cauda de histidina da proteina possui afinidade pelo niquel, ficando retida. Em
seguida faz-se 5 eluicdes de gradientes de imidazol: 2x tampao 20 mM de imidazol para
retirar contaminantes e 3x tampao 250 mM de imidazol para liberacdo da proteina por

competicao com a histidina em afinidade pelo niquel.
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- Identificagdo da proteina por SDS-PAGE 15% e por Western Blotting, utilizando
anticorpo policlonal anti-Canacistatina (SOARES-COSTA, 2002).

Esta metodologia pode ser esquematizada conforme a Figura 4.6.

Preparagdo do Infecgdo com Coleta de amostra a
inéculo > vAcCANA > cada 24 horas
~0,4 mL de suspensdo ~0,1 mL de suspensdo
Sobrenadante: Determ. de concentragdo
analises e viabilidade celular
\ 4

Coleta do pellet total a
96 horas

A 4

Purificacdo e
quantificacdo da
proteina

Figura 4.6: Fluxograma de um experimento de infeccdo de células Sf9 com Baculovirus
recombinante VACCANA, em frasco Schott e mesa incubadora rotativa, para levantamento da

cinética de infeccao e para obtengdo da Canacistatina.

4.5 Métodos Analiticos

Para os experimentos de cultivo de células Sf9 foram utilizados, principalmente, os
seguintes métodos analiticos:

- Analise de densidade celular e viabilidade: Foi utilizado o método de exclusdo do

corante azul de tripan com hemacitémetro (Doyle & Griffiths, 1998).

- Didmetro celular de células infectadas e ndo infectadas: O diametro celular médio

foi determinado pela andlise de pelo menos 400 células, com o software Image Pro Plus 3.0.
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- Sensibilidade a tensdo de cisalhamento: Foram tomadas amostras de cultivos em

frascos Schott em meio SF900 II, na metade da fase exponencial de crescimento (2-4x10°
cel/.mL™") e diluidas em meio fresco na densidade de 1x10° cel/mL. Entdo, amostras de 16
mL desta diluicdo foram submetidas a tensdo de cisalhamento constante de 90, 180, 250 ¢ 300
s, com controle de temperatura de 28°C. Utilizou-se redmetro Brooksfield Rheocal modelo
DV-III+. A exposicdo a cada tensdo de cisalhamento durou 90 minutos com analise a cada 15
minutos da densidade e viabilidade celular, por método de exclusao por azul de triplan.

-_Anadlise de substratos e metabdlitos: A concentragdo de carboidratos foi

determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, HPLC, utilizando coluna Aminex
HPX-87H com detecgdo a 210 nm (UV). A concentracdo de aminoacidos foi determinada por
HPLC utilizando coluna de fase reversa Pico-tag (Waters).

-_Determinacdo da concentracdo da proteina: Para a quantificagdo da proteina

purificada foi utilizado o método de Bradford, 1976, que se baseia na interagdo entre o corante
“Comassie Brillant Blue” e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias

laterais basicas ou aromaticas. A leitura de absorbancia é realizada a 595 nm.

4.6 Métodos de determinacio dos parametros cinéticos ou fisiologicos

4.6.1 Velocidade especifica maxima de crescimento, pmax.

A partir dos graficos elaborados com as concentragdes celulares para cada tempo, foi
possivel determinar a velocidade especifica maxima de crescimento celular, pmax,

considerando-se a seguinte equagao:

1 dX

A Eq. 4.1
=gt (Eq. 4.1)

onde: u ¢ a velocidade especifica de crescimento celular; X ¢ a densidade de células e t ¢

tempo de cultivo. Na regiao de crescimento celular exponencial:
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1 dX
X dt max ( q )

A integracdo da equagdo 4.2 leva a equagdo 4.3:

In X =1In X, + s, ><(t_to) (Eq. 4.3)
onde o indice 0 significa o inicio da fase exponencial e o valor de zmax € 0 coeficiente angular
do gréfico InX versus t.

Foram considerados os pontos da regido de crescimento exponencial, escolhidos
através da linearizacdo (software OriginPro 7.0) e descartando-se valores discrepantes.

A velocidade especifica de crescimento € o tempo de geragdo (ty) ou tempo de
duplicacdo de uma populagdo de células estdo intimamente relacionados entre si e o valor de

um pode ser calculado a partir do conhecimento do valor do outro, com base na equagao 4.4:

In2
/uméx

t, (Eq.4.4)

4.6.2 Sensibilidade da célula ao cisalhamento

Consideraram-se como de medida da sensibilidade da célula a tensdao de
cisalhamento os pardmetros viabilidade tedrica e viabilidade real, ap6s cada intervalo de
tempo de exposicdo ao cisalhamento:

- A viabilidade tedrica ¢ dada pelo método de exclusdo com azul de tripan:

_ n°de células viaveis (ndo coradas)
n° total de células

Vv (Eq. 4.4)

t

- A viabilidade real ¢ dada pela contagem do nimero total de células:

n° de células apds exp osi¢do ao cisalhamento
Vreal = p, pOSIE .. (Eq 45)
n° de células no tempo inicial
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcao do baculovirus recombinante, vVAcCANA.

Sdo apresentados a seguir os resultados dos principais métodos de biologia
molecular para a confirmagdo, em cada etapa, da constru¢do do baculovirus recombinante
vAcCANA. Apresentam-se ainda as dificuldades encontradas com relagdo ao protocolo
utilizado e as solugdes desenvolvidas para a otimizagdo da obtengdo do baculovirus

recombinante.

5.1.1. Clonagem do gene de interesse no vetor de expressdo pFastBac HTB

Ap0s realizar-se mini-prep para isolamento do plasmideo pET28-aCanecys, mantido
em E. coli, foi feito PCR com os primers contendo sitios de restrigdo para as enzimas Nco I e
Hind III, resultando em DNA de aproximadamente 300 pb, como esperado (Figura 5.1 A). A
seguir, realizaram-se em paralelo as reagdes de clivagem do produto de PCR (cDNA da
Canacistatina + sitios de restri¢ao) e do vetor pFastBac HTB com as enzimas Nco I ¢ Hind III

(Figura 5.1 B).
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Figura 5.1: Amplificagdo por PCR da Canacistatina mantida em pET28-a (A) ¢ de reacdo de
clivagem do plasmideo pFastBac HTB com Nco I ¢ Hind III (B). (L= ladder, PF= plasmideo
Fechado (ndo digerido), PA= plasmideo aberto (digerido com enzimas)). Gel de Agarose 1%,

corado com Brometo de Etidio.

Realizou-se a seguir a reagdo de ligacdo entre o vetor pFastBac e o cDNA da
Canacistatina. O produto desta reagdo, denominado pFastBac-Cana, foi utilizado para
transformar bactérias competentes de E. coli, DHSa, por choque térmico. Apds a
transformagao as bactérias foram plaqueadas em meio contendo ampicilina (pFastBac confere
resisténcia a ampicilina). Foram escolhidas 10 colonias bem isoladas para confirmar por PCR

a presenca do inserto (Figura 5.2).

1500 —=

500 —»

250 —» 300

Figura 5.2: Resultado de PCRs de colonia de transformantes pFastBac-Canacistatina. L:
ladder, C+ e C-: controles positivo e negativo, 1-9: amplificagdo com cada colonia. Gel de

Agarose 1%, corado com Brometo de Etidio.
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A partir das colonias identificadas como positivas realizou-se também a confirmacao
por clivagem com diferentes enzimas através do tamanho dos fragmentos formados. Para isto

esperava-se obter a distribuicdo de tamanhos apresentada na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Planejamento da confirmagao do vetor pFastBac-Cana (recombinante) através da

analise de restrigao:

Enzimas utilizadas Bandas formadas para Bandas formadas para
plasmideo com inserto plasmideo sem inserto

1) EcoRV 627 404

1263 1263

3190 3190

2) Nco I e Hind III 300
~4800 (*)
~ 4800

(*): pFastBac HTB sem inserto somente ¢ aberto por estas enzimas e forma uma unica banda.

Como pode ser notado, a analise de restricdo utilizando somente a enzima Eco RV nao
seria suficiente ja& que ¢ pequena a diferenga de tamanho de bandas para plasmideo
recombinante e ndo recombinante, motivo pelo qual utilizou-se também a combinagao Nco I+

Hind III. Os resultados obtidos por eletroforese se encontram na Figura 5.3.
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Clivagem com Eco RV Clivagem com Nco I e Hind I1I

& & B

3000 —= 4000 —»
—

1500 G

500 —» 500 —»

B[

250 —=

L: Ladder/ A: pFastBac ndo clivado/ B: pFast- | L+ Ladder/ F: pFastBac ndo clivado (4800 pb) /

Bac clivado (404 + 1263 + 3190 pb) / C, D, E: G e H: pFastBac-Cana clivado (300 + 4800 pb)

pFastBac-Cana clivado (627 + 1263 +3190 pb).

Figura 5.3: Eletroforese das reagdes de clivagem do plasmideo ndo recombinante (pFastBac
HTB) e recombinante (pFastBac HTB-Cana) para confirmac¢do da presenga do inserto apos

reacdo de ligacdo. Gel de Agarose 1%, corado com Brometo de Etidio.

5.1.2. Geracao do bacmideo recombinante por transposi¢cao

A transformacdo do bacmideo foi realizada por choque térmico das células
competentes E. coli DH10-Bac. Para os casos positivos, ou seja, em que ocorreu transposi¢ao,
a insercao do gene de interesse no sitio mini-attTn7 impede a expressdo de B-Galactosidase,
de modo que as colonias recombinantes sdo necessariamente brancas. Isto ocorre devido ao
plaqueamento em meio contendo IPTG, indutor para expressdo da -galactosidase, e Bluo-
gal, substrato cromogénico que na presenca da enzima produz coloragdo azul.

Realizou-se entdo esta selecdo inicial de provaveis recombinantes de acordo com a
coloragdo. Como o DNA do bacmideo recombinante possui acima de 135 Kb, seria dificil
realizar a confirmagao por simples analise de restricdo. Pode-se utilizar entdo confirmagao por

PCR ja que o bacmideo contém sitios para os primers M13 Forward e M13 Reverse,
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flanqueando a regido de transposi¢do. Fez-se PCR do bacmideo utilizando esta combinagao

de primers, baseando-se na regido de transposigdo, conforme a Figura 5.4.

Inicic THrE Sitin Meal Sitio Hind ITI Final Tu7TL

2511 4123 4218
cDMA Ce =300 ph 467

GEWNE CE INTERESSE

| - |
» mini-atfTn7 <
M13 (-20) M13
Foneard Reverse

(4123-2511)+300+(4674-4218)+(128+145) = 2642 ph

Figura 5.4: Esquema da confirmago da transposi¢do por PCR com primers M13F e M13R.
os valores utilizados no calculo podem ser verificados nos Apéndices A e B (mapa do vetor

de expressdo pFastBAc HTA e seqiiéncia da regido de multipla clonagem do pFastBac HTB).

A Figura 5.5 representa a confirmagdo por PCR utilizando os primers M13-F ¢ M13-
R, o que corresponde a banda de aproximadamente 2700 pb ¢ com os primers Canacistatina F

e M13- R (banda de 901 pb: 300 + (4672 — 4218) + 145).

Figura 5.5: Confirmagdo de bacmideo recombinante por PCR: L — marcador de peso
molecular; 1- primers M13-F ¢ M13-R e 2 e 3- primers Canacistatina-F ¢ M13-R. Gel de

Agarose 1%, corado com Brometo de Etidio.
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Realizou-se a amplificacdo da colonia identificada como positiva, ou seja, contendo o

bacmideo recombinante para estocagem da mesma e para extracao de bacmideo.

5.1.3. Geragdo do baculovirus recombinante por transfeccdo de células Sf9: dificuldades

encontradas e solugdes propostas.

O protocolo seguido para a constru¢do do baculovirus recombinante VAcCCANA
(Invitrogen, catalogo 10359) recomenda algumas etapas a comegar pela transfec¢ao, que nao
foram eficientes em termos de produgdo e identificagdo do baculovirus recombinante. A
primeira delas é o tempo de incubacdo das células transfectadas para se coletar o primeiro
estoque viral: recomenda 72 a 120 horas, tempo que pode ser insuficiente, de modo que
ocorra a producdo de virus, mas em muito baixa concentracao.

Outro fator problematico ¢ que o protocolo propde o acompanhamento da geracao de
baculovirus somente pelo aspecto visual das células, o que ndo ¢ simples quando se tem o
primeiro contato com infec¢do celular por baculovirus recombinante, que ndo produz
poliedros. Neste caso, a unica alteracdo visual ¢ a hipertrofia do nucleo celular e aspecto
granuloso. Além disso, o protocolo propde a identificacdo do virus através da proteina
recombinante, expressa apos amplificacdo do primeiro estoque. De maneira resumida a rota

proposta pelo protocolo pode ser expressa como:

Transfecc¢do Estoque viral P1 | Amplificagdo Estoque viral P2 Titulacdo
—_— —_—

Identificagdo Ensaio de
da proteina expressao

Figura 5.6: Proposta para identificacdo da proteina recombinante de acordo com o protocolo

utilizado neste trabalho (Invitrogen, catdlogo n° 10359).
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A dificuldade existente nesta rota de atividades € que se o estoque viral P1 for
produzido de maneira ineficiente, possuindo muito baixa concentragdo de virus, mesmo apds
a amplificagdo sera produzida quantidade muito diluida de proteina, dificultando a
identificacdo e purificagao.

Com base nestas questdes desenvolveram-se alteracdes em cada etapa no sentido de
otimizar a producao e identificagdo do estoque viral. Para tanto a transfec¢do foi incubada por
sete dias e utilizou-se 1mL de estoque viral para amplificacdo, infectando 10° células em 4
mL de meio. Com esta estimativa foi previsto pelo menos 1 particula viral para infectar cada
célula. Além disso, o estoque P2 também foi incubado por sete dias e a seguir titulado para
posteriores ensaios de expressao. Outra técnica que o protocolo ndo indica e que ¢ muito 1til é
a extragdo de RNA de células infectadas com estoque P2, para reagdo com a enzima
transcriptase reversa, que produz cDNA a partir do RNAm, e a seguir realizagdo de PCR com
os primers especificos da Canacistatina, técnica conhecida como RT-PCR. Isto foi realizado
neste trabalho e obteve-se resultado positivo, como pode ser verificado na Figura 5.7 onde ha

a banda correspondente ao cDNA da Canacistatina, de aproximadamente 300 pares de base.

2500 —=

1500 —»

500—=

S - 300

Figura 5.7: Amplificagdo por PCR do cDNA da Canacistatina (~300pb) produzido por reagido

de mRNA com Transcriptase Reversa. Gel de Agarose 1%, corado com Brometo de Etidio.
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O baculovirus recombinante foi também confirmado através da extragdo de DNA de
‘budded virus’, BV, que sdo as particulas virais infecciosas geradas da propagacdo viral em
cada célula infectada. O DNA foi extraido de sobrenadante de células infectadas, a 144 horas
p6s infeccdo, e amplificado por PCR utilizando os primers da Canacistatina , tendo como

controle positivo o pFastBac-CANA recombinante. O resultado pode ser visto na Figura 5.8:

Figura 5.8: PCR de DNA extraido de Budded Virus. (L): Ladder; (A): pFastBac-CANA com
primers M13F e M13R (~2700 pb); (B) DNA de BV com primers M13F ¢ M13R; (C):
pFastBac-CANA com primers CanaF e CanaR (~300pb); (D): DNA de BV com primers

CanaF e CanaR. Gel de Agarose 1%, corado com Brometo de Etidio.

5.1.4. Caracteristicas morfoldgicas de células infectadas por baculovirus recombinante

A caracterizacdo do aspecto visual, ou seja, da morfologia das células apds a infecgao
¢ um modo de se inferir, diretamente, que o processo de infec¢do estd ocorrendo. Estas
caracteristicas podem ser acompanhadas todas as horas apds a infeccdo viral sempre em
compara¢do com células sadias, ndo infectadas. Contudo, identificar as diferencas ndo ¢ uma
técnica simples quando se trata de virus recombinante onde ndo ¢ expressa a proteina
poliedrina e ndo se formam poliedros, que sdo facilmente identificados ao microscopio acima
de 24 horas apos infeccdo. Na Figura 5.9 pode ser visualizado o aspecto da célula quando da
formacdo de poliedros, numa infec¢ao de células Sf9 com baculovirus AGMNPV (Anticarsia

gematalis Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus), a 96 horas de infeccao.
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Figura 5.9: Formacgéao de poliedros em células Sf9 infectadas com AgMNPYV, a 96 horas p.i.
(A): Sf9 ndo infectada, 200X; (B), (C) e (D): células com poliedros observadas sob aumento
de 200, 400 e 1000X respectivamente.

Pode-se observar através destas imagens que ¢ relativamente simples identificar
poliedros nas células infectadas, mesmo sob aumento de 200 vezes. Embora estas imagens se
refiram a 96 horas de infeccdo, a partir de 24 horas, aproximadamente, ja4 podem ser
visualizados os primeiros poliedros. Comparando-se as imagens A ¢ B percebe-se também o
aumento do diametro celular, conseqiiéncia da formagao dos poliedros no nucleo celular.

J& para infec¢do com baculovirus recombinante sem o gene da poliedrina, a alteracao

visual ¢ a hipertrofia do nucleo e nos estagios mais tardios da infec¢do é possivel notar o
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aumento do tamanho celular. Visualmente, a partir de uma certa familiaridade com as
modificagcdes no aspecto das células, pode-se identificar a ocorréncia da infeccdo pela

hipertrofia do nucleo celular, como pode ser visto na Figura 5.10:

Figura 5.10: Células Sf9 infectadas com baculovirus recombinante, VACCANA, a 96 horas
p-i. (A): S nido infectada, 200X; (B), (C) e (D): células infectadas observadas sob aumento
de 200, 400 e 1000X respectivamente.

Além da caracteristica visual, a infeccdo pode ser acompanhada pelo aumento do
tamanho celular, como conseqiiéncia da proliferagdo de virus e producdo de proteinas

recombinantes. Uma vez que as células apresentaram formato esférico, mesmo apos a
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infeccdo, o diametro pode ser utilizado como medida do tamanho celular. A distribuicdo do
diametro celular antes e ap6s a infeccao foi analisada nas duas culturas com populagdes de
aproximadamente 400 células, obtendo-se os tamanhos de 10,5um (desvio padrdo + 1,8 pm)
para células ndo infectadas e 16,84 um (desvio padrdo + 3,97 um) para células infectadas com
baculovirus vVAcCANA, a 96 horas p.i. Observou-se para a distribui¢do dos didmetros o

seguinte histograma:

S19 ndo infectada S19 - infecgdo com VACCANA
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Figura 5.11: Distribui¢@o de didmetro celular para células Sf9 infectadas e ndo infectadas.

Observa-se no caso de células infectadas que a distribui¢ao de didmetro varia desde
10um a 30 um, sendo a média 16,84um. Isto pode ser explicado pelo fato de haver na
populagdo celular total células que ndo foram infectadas e possuem didmetro normal, em
torno de 10 um, bem como poucas células que aumentaram muito de tamanho, entretanto

devem ser consideradas no calculo da média por se tratar realmente de células infectadas.
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O tamanho celular ¢ considerado um parametro importante na cultura celular
especialmente pelo fato de refletir de maneira confiavel a produ¢do de proteina recombinante
(LLOYD et al., 2000), além do fato de tratar-se de um parametro facil de ser medido.

Especificamente para produgdo de proteinas recombinantes por infeccdo com
baculovirus Palomares, Pedroza ¢ Ramirez (2001), estudaram a relagdo entre o didmetro
celular e a producdo de proteinas. Constataram que o didmetro celular aumenta a partir de 24
horas p.i. € que a concentragdo de proteinas ¢ diretamente proporcional ao diametro celular.
Neste mesmo trabalho, onde foram infectadas células Sf9 com baculovirus recombinante
AcMNPV codificando a proteina VP8 de rotavirus, os didmetros celulares apos a infec¢ao
variaram entre 16.1 e 18.4 um, para diferentes condi¢cdes de cultivo e concentragdes de
proteina. Estes valores compreendem a faixa de valores obtidos no presente trabalho, para

células S infectadas com vVAcCCANA.

5.2 Experimentos de cultivo de células Sf9 em frascos Schott

Frascos de cultura do tipo Schott agitados em mesa incubadora rotativa, permitem
condi¢des de cultivo similares aquelas obtidas em bioreatores tipo tanque-agitado, uma vez
que as cé€lulas crescem em suspensdao e sao submetidas a troca de oxigénio pela agitacdo
mecanica, porém sem o uso de impelidores. Desta forma, podem ser utilizados num estudo de
aumento de escala prévio ao uso de bioreatores, com a vantagem de possibilitar a utilizagao
de menores volumes de cultivo. Os itens seguintes relatam todos os experimentos realizados

em frascos Schott.
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5.2.1 Crescimento de células Sf9 em meio TNM-FH.

O meio TNM-FH (Sigma) ¢ um dos meios utilizados para cultura de célula de inseto,
sendo que podem ser encontrados varios trabalhos na literatura sobre cultivos realizados neste
meio (MENDONCA, PALOMARES E RAMIREZ,1999; DREWS, PAALME e VILU,
1995). Trata-se de um produto de baixo custo, em relagdo a meios ndo suplementados, e que
requer a adi¢do de soro fetal bovino como fonte de fatores de crescimento celular. Pode ser
preparado a partir do meio de Grace (Meio Grace + 3,33 g/L de lactoalbumina + 3,33 g/L
extrato de levedura) como um enriquecimento deste primeiro.

Com o carater de ensaios preliminares, foram realizados cultivos neste meio de cultura
em frascos Schott de 100 mL, com volume de trabalho de 20 mL, a 100 rpm e 28°C (Figura

5.12).
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Figura 5.12: Crescimento e viabilidade de células Sf9 em meio TNM-FH + 10% de SFB,

cultivadas em frasco Schott de 100 mL com 20 mL de volume de trabalho.

Os valores obtidos de maxima densidade celular, tempo e velocidade especifica de

crescimento sdo similares a valores prévios observados nestas condigdes de cultivo
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(MENDONCA, PALOMARES E RAMIREZ, 1999). Observou-se aqui um crescimento
celular lento, com velocidade especifica méxima de crescimento (pmsy) igual a 0,01944 h™', o
que ¢ notado no grafico pelo longo periodo de tempo necessario para que as células
alcangassem a maxima densidade celular: entre 120 ¢ 168 horas. Além disto, esta densidade
celular ¢ baixa quando comparada a cultivos em meios de cultura mais ricos, como o SF900
II, mas nota-se uma satisfatoria manutencao da viabilidade celular.

Embora comumente utilizado, o meio TNM-FH possui baixa concentracdo de
nutrientes e suporta cultivos de baixo crescimento, como cultivo estatico (em garrafa) para
fins de experimentos em baixa escala. Mas tratando-se de cultivos de maior rendimento, em
frascos agitados, spinner ou bioretores este ndo ¢ um meio favoravel apesar de seu baixo
custo. Cite-se, por exemplo, cultivos de células Sf9 em shaker neste meio realizados por
Mendonga, Palomares e Ramirez (1999), que apresentaram densidade celular maxima de em
média, 3 x 10° cel/mL e velocidade especifica de crescimento em torno de 0,022 h™'.

Estas informacdes ja estdo bem estabelecidas na literatura especifica sendo que ha
trabalhos que propdem a suplementagdo deste meio com nutrientes essenciais. Neste sentido
Drews, Paalme e Vilu (1995), estudaram o crescimento de células Sf9 neste meio em spinner
observando que o maximo crescimento celular foi de 3,5x10° cel/mL e que a glicose do meio,
carboidrato consumido preferencialmente, foi completamente consumida a densidade de
2x10° cel/mL. Estes dois pardmetros, crescimento celular e consumo de glicose mostram que
a limitacdo do cultivo ¢ devida a escassez de nutrientes essenciais, no caso de cultivos de alta
produtividade, em suspensdo. Os autores também notaram que quando o meio TNM-FH foi
suplementado até as concentragdes finais de 10 g/L de glicose e 8,0 g/L de extrato de levedura
obteve-se em spinner densidade celular maxima de 1,8 x 10’ cel/mL, o que significa alto

rendimento em densidade celular.
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Deve-se considerar ainda a necessidade de suplementacdo destes meios com soro
fetal bovino (SFB), responsavel pela estimulagao do crescimento celular através de fatores de
crescimento, hormonios, minerais, lipideos, proteinas transportadoras entre outros compostos
(Freshney, 1994). Entretanto, a utilizagdo de SFB ¢ um fator critico devido as questdes de
variabilidade inerente a cada lote, o que compromete a reprodutibilidade dos resultados, além
da possibilidade de contaminag¢do por micoplasma e dificuldades na purificagdo de proteinas
devido a presenca abundante de albumina bovina no SFB.

Um dos maiores objetivos em cultura de células atualmente tem sido o
desenvolvimento de meios de cultura quimicamente definidos e livres de soro. Com relagdo a
auséncia de SFB, autoridades reguladoras como o FDA (US Food and Drug Administration)
desde 1993 propdem esta condigdo com base no potencial de risco de transmissdo de viroses e
doencgas de origem bovina. Apesar da possibilidade de o material ser identificado, testado
extensivamente e ter contaminantes inativados, o FDA aconselha o uso de meios livres de
soro ¢ inclusive proibe o uso de algumas fragdes de albumina. Nesta discussdo, tem grande
importancia também o fator custo, onde a garantia de pureza pode significar um consideravel

aumento no custo de produ¢do do meio (Van der Pol e Tramper, 1998).

5.2.2 Crescimento de células Sf9 em meio SF900 11

Amplamente utilizado para o cultivo de células S19, o meio de cultura livre de soro
SF900 II (Invitrogen — Gibco) foi o primeiro a ser utilizado no presente trabalho, a partir da
observagdao do baixo crescimento obtido em ensaios prévios com meio de baixo custo,
suplementado com SFB (meio TNM-FH, item 5.2.1).

Neste meio foi inicialmente realizado o levantamento dos dados cinéticos em funcao
da densidade de indculo ¢ da velocidade de agita¢do para cultivos em frasco Schott de 100 mL

com volume de trabalho igual a 20 mL.
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5.2.3 Efeito da densidade de indculo e velocidade de agitacéo

Testou-se a influéncia das variaveis densidade de inoculo e velocidade de agitagdo

sobre o cultivo de células Sf9, cujos resultados podem ser observados na Figura 5.13:
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Figura 5.13: Efeito da densidade do indculo e da velocidade de agitagdo para cultivos de
células Sf9 em meio de cultura SF900 II, em frasco shott de 100 mL, com 20 mL de volume

de trabalho.

Os resultados obtidos nestes experimentos podem ser interpretados com relagdo as

duas variaveis testadas da seguinte forma:

e Quanto a densidade de indéculo: observa-se claramente o efeito positivo da

utilizacdo de um inéculo de maior densidade celular, com relagdo a ocorréncia de
fase lag, onde para o menor indculo utilizado a fase lag ¢ de aproximadamente 20
horas, o que ndo ¢ notado para o maior inoculo. Este efeito ¢ muito positivo ja
que uma fase lag, onde ndo ocorre crescimento celular, representa um tempo nao
proveitoso e acarreta na diminui¢do da densidade celular nos pontos seguintes.

Além disso, o maior nimero inicial de células permite a maior densidade ao
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4

longo do tempo, o que ¢ interessante quando se deseja utilizar grandes
quantidades de cé€lulas durante a fase de crescimento, quer para realizar outro
inodculo, quer para realizar infec¢des. Marteijn et al., (2000) estudaram a relagdo
entre densidade de indculo e velocidade especifica de crescimento, mostrando
que ha uma relacdo linear entre estes parametros. Este estudo foi feito para trés
linhagens de células, entre elas Sf21, também originada de Spodoptera
frugiperda. O trabalho recomenda a utilizagdo de um inéculo de no minimo de
3x10° cel/mL ¢ mostra que, sendo possivel e viavel a utilizacio de indculos
maiores, isto devera resultar em maior velocidade especifica de crescimento.

Quanto a velocidade de agitagdo: Para cultivos de células Sf9 em frascos agitados

em mesa incubadora rotativa utilizam-se, em geral, velocidades entre 90 e 120
rpm do inicio ao fim do cultivo (BENSLIMANE et al., 2005, YAMAIJI et al.,
2003). A utilizagdo de maiores velocidades de agitacdo, nas quais ocorre maior
taxa de transferéncia de oxigénio, pode ser uma estratégia simples de otimizacao
de cultivo com relacdo a suprimento de oxigénio. Entretanto, esta maximizagao ¢é
limitada pelos efeitos de cisalhamento e stress mecanico a altas velocidades. Para
as velocidades testadas aqui, 100 e 125 rpm, pdde-se notar resultados
semelhantes com relagdo a maxima densidade celular e a velocidade especifica
de crescimento, mas ao combinar indculo e agitagdo maiores a vantagem foi mais

notavel (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2: Densidade celular maxima (Xmsx), Velocidade especifica de crescimento maxima

(Lmax) € Tempo de geracdo (t,) em diferentes condigdes de agitagdo e densidade de inoculo.

Coeficiente

Densidade de | Velocidade de Tempo de
indéculo agitagio (i;'é‘L Imix () dle . geracio
(cel/mL) (rpm) (cel/mL) corrg?g:ao, ty (h)

100 8,92 x 10° 0,0237+0,00155 0,99518 29,25
5x10°

125 9,49 x 10° 0,0226+0,00235 0,98933 30,67

100 1,00 x 10" | 0,02455+0,00185 0,99162 28,23
1x10°

125 1,12 x 10’ 0,0266+0,0017 0,99592 26,06

A partir destes resultados define-se a velocidade de agitagdo de 100 rpm como sendo
adequada para os cultivos de células Sf9 em frascos Schott, considerando-se as conveniéncias
do laboratério apesar das observacdes quanto aos efeitos satisfatorios do aumento da agitagao.

Com relacdo a densidade de inoculo, para todos os experimentos de cultivo

posteriores a estes resultados, adotou-se a densidade celular de 1x10° cel/mL.

5.2.4 Efeito da aeracéo do cultivo

Para avaliar o efeito da aeracdo superficial do cultivo sobre o crescimento celular,
foram realizados experimentos em frasco adaptado com um sistema de aera¢do, compostos
de filtros que permitem a entrada de ar do ambiente para o frasco, utilizando volume total de
500 cm’ e volume de trabalho de 50 mL. As células foram inoculadas a densidade de 1x10°

cel/mL e mantidas a 100 rpm. Os resultados podem ser observados na Figura 5.14.




66

v I 100

1204

80
1004

80

- 60

60

5
Cie (X107 cel/mL)

40

Viabilidade (%)

40

~=— 100 rpm, SF900, com aeragéo, u__ = 0,02373h™ [*
—v— 100 rpm, SF900, normal, __ = 0,02455h™

20

o
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (h)

Figura 5.14: Compara¢do entre cultivo de células Sf9 com aeragdo (frasco Schott aerado de
250 mL com 50 mL de volume de trabalho) e nas condig¢des padrao (frasco Schott simples de

100mL com 20 mL de volume de trabalho).

Através deste experimento nota-se que a utilizacdo de um sistema de aeracao
ambiente ndo resulta em maior velocidade especifica de crescimento e conseqiientemente, as
concentragdes celulares ao longo de 96 horas sao muito proximas. A diferenga observada ¢
que o cultivo alcanga uma maior densidade celular méxima, 20% maior em relagao ao cultivo
nas condigdes padrao.

Esta observacao aponta para a importancia do oxigénio em cultivos de células Sf9
quando se comparam os dois cultivos: na auséncia de aeracdo o oxigénio ¢ limitante do
crescimento quando a densidade celular é proxima de 107 células/mL. J4 na aeracdo do
cultivo, embora se note uma diminui¢do da velocidade de crescimento apds 96 horas, as
células continuam a crescer, alcancando densidade 20% maior. Ap6s 120 horas porém,
provavelmente ocorre escassez de oxigénio, de modo que as células param de se multiplicar.

Este resultado ¢ indicativo do comportamento que se observaria em bioreator, onde € possivel
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manter estavel a saturagdo de oxigénio e conseqiientemente possibilitar maiores rendimentos
celulares.

Sabe-se que como conseqiliéncia da escassez de oxigénio ocorre o aumento da
concentragdo de acido latico no meio, ja que as células partem para um metabolismo de
carater fermentativo. Verificaram-se os niveis de producdo deste metabolito para todos os

cultivos sendo que sete deles sao apresentados na Figura 5.15:

"2 1 e 2 2.3 v 7 5 _<—6 —»_7] 1:100rpm, Co=5x10° cel/mL
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Figura 5.15: Producéo de lactato para experimentos de cultivo sob sete diferentes condigdes.

Observa-se em geral que a producgdo de acido latico aumenta consideravelmente apos
96 horas de cultivo, momento que coincide com o fim do crescimento exponencial, indicando
a influéncia do oxigénio neste parametro. No caso do cultivo com aeracdo em que houve
crescimento celular até 120 horas (Figura 5.14), observa-se que a producdo de acido latico ¢
maior a partir deste momento.

Com relagdo a coeréncia destes valores em relagdo a literatura, para o caso de cultivos
de células em shaker, sem controle da oxigenagdo, outros autores observaram também a baixa

producao de lactato (inferior a 0,5 g/L), como Bedard et al. (1993) e Mendonga, Palomares e
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Ramirez (1999), todos cultivando células Sf9 em meio TNM-FH. Com outro meio de cultura,
YPR, Ikonomou e colaboradores (2001) observaram produgdes de lactato de no méximo
0,75g/L.

Embora se perceba a importancia do oxigénio nos cultivos de células Sf9, no presente
trabalho os cultivos ndo serdo aerados ja que ndo se obtém aumento das concentragdes
celulares até 96 horas de cultivo e isto ¢ o desejado, pois os cultivos serdo interrompidos na
metade da fase exponencial de crescimento para a infec¢do por baculovirus recombinante.
Além disso, sabe-se que a utilizagdo de frascos Schott mantendo-se a relagdo volume de
trabalho/volume do frasco em torno de 0,2 ¢ adequada para cultivos celulares agitados
(Swiech, 2005). Porém, para cultivos em bioreatores, em que esta relacdo ¢ diminuida, a
simples troca de oxigénio através da superficie ndo ¢ suficiente e se faz necessario a

aplicacao de oxigenagdo (O’REILLY, MILLER e LUCKOW,1994).

5.2.5 Otimizagao do meio de cultura: combinagdo entre SF900 Il e TNM-FH com SFB

Os ensaios prévios em meio SF900 II (item 5.2.3) apresentaram bons resultados
quando comparados a literatura especifica, em termos de crescimento celular e velocidade

especifica de crescimento (Umax), como pode ser visto na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Dados da literatura para cultivos de células Sf9 em SF900 II, frascos agitados em

mesa incubadora rotativa, com agitacdo entre 100 e 120 rpm.

Cpmix (cel /mL) Mmax (h™) Referéncia
8x 10° 0,025 Benslimane, 2005
5x10° 0,031 Tkonomou, 2001
6x 10° 0,028 Doverskog, 2000
7x10° 0,040 Gotoh, 2004
8x 10° 0,030 Batista, 2003
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Associando-se a literatura aos experimentos deste trabalho, foi possivel realizar
ensaios com combinagdo de meios de cultura, tendo por referéncia o desempenho do cultivo
em SF900 II onde se observou a ‘sub-utilizacdo’ da glicose, substrato essencial para o
metabolismo celular, presente neste meio (Figura 5.19).

A combinagdo de meios de cultura foi feita na proporgao 1:1 entre os meios SF900 Il e
TNM-FH, sendo que a principio acrescentou-se 5% de SFB, ja que o meio TNM-FH ¢
comumente utilizado com este suplemento. Esta estratégia tem em vista a redugdo do custo do
processo em torno de 50%, uma vez que o meio SF900 II possui alto custo.

Os cultivos com a combinagdo de meios foram realizados a 100 e 125 rpm, com
densidade de inoculo de 1x10° cel/mL, em frascos Schott de 100 ml com volume de trabalho
de 20 mL e estdo comparados a cultivos em SF900 II com Cy= 1x10° cel/mL, a 100 e 125 rpm

na Figura 5.16:
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Figura 5.16: Comparacdo entre os cultivos de células Sf9 nos meios SF900 I e combinagio
SF900 II + TNM-FH (com 5% de SFB) e duas velocidades de agitagio. Co=1x10° cel/mL

para todos os casos.
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Através deste experimento, observou-se que o crescimento celular ¢ muito semelhante
para os dois meios de cultura e que, apesar da diluicdo do meio mais rico (SF900 II) ainda sdo
mantidas as concentracdes minimas de substratos para que nao ocorra limitagdo do
crescimento por substratos. Este dado ¢ constatado através das analises de carboidratos (item
5.2.7) como também observaram Radford, Reid EGreenfield (1997) para células Sf9 em meio
SF900 II: no final da fase exponencial ainda havia grande disponibilidade de glicose, 30% da
concentragdo inicial de maltose e somente o aminoacido cisteina havia exaurido. Apesar disto,
estes pesquisadores indicam cisteina como sendo o substrato limitante somente da produgao
de proteina.

Apesar do baixo crescimento de células em meio TNM-FH (item 5.2.1), este meio € de
facil preparagdo, através da suplementagdo do meio de Grace com hidrolisado de
lactoalbumina (3,33 g/L), extrato de levedura (3,33 g/L) e 10% de SFB (Gibco), além de
apresentar baixo custo em relagdo a meios livres de soro; deste modo, este meio foi escolhido
para a combinagdo com SF900 II, na propor¢ao de 50%, tendo concentragdo final de 5% de
SFB.

A concentracdo dos principais nutrientes nesta mistura pode ser prevista combinando-
se os valores obtidos utilizando meio comercial TNM-FH, disponivel na literatura, com
aqueles obtidos por andlise de carboidratos e aminoacidos realizadas no LATECC pela

técnica HPLC (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4: Concentragdo de aminoacidos e carboidratos nos meios TNM-FH , SF900 II e
combinacdo destes dois meios na proporcao 1:1 (Meio 50%). Valores exatos para TNM-FH e

aproximados para os demais casos.

Principais Meio Meio Meio Meio Meio 50%
Nutrientes TNM-FH | SF900II | SF900II | SF900 II (g/L) ®
@L® | @L® | @) | @L®
Alanina 0,4 0,31 0,36 0,33 0,38
Arginina 0,7 0,78 0,59 0,69 0,64
Asparagina 0,35 1,80 1,41 1,60 0,88
Acido Aspértico 0,35 nd nd nd nd
Cisteina 0,025 nd 0,04 0,04 0,032
Glutamina 0,6 2,06 2,26 2,16 1,43
Acido Glutamico 0,6 nd 1,65 1,65 1,12
Glicina 0,65 0,53 0,57 0,55 0,61
Histidina 2,5 nd 0,61 0,61 1,56
Isoleucina 0,05 1,05 0,76 0,90 0,4
Prolina 0,35 nd 0,59 0,59 0,47
Lisina 0,625 0,88 0,64 0,76 0,63
Threonina 0,175 0,46 0,35 0,40 0,26
Leucina 0,075 0,52 0,36 0,44 0,22
Fenilalanina 0,15 1,0 0,87 0,93 0,51
Metionina 0,05 0,89 0,92 0,90 0,49
Valina 0,1 0,70 0,62 0,66 0,36
Tirosina 0,072 0,36 0,23 0,29 0,15
Serina 1,1 0,47 0,6 0,53 0,85
Glicose 0,7 nd 10 10 5,35
Frutose 0,4 nd nd nd nd
Sacarose 26,68 nd 2,0 2,0 14,3
Maltose 0 nd 1,2 1,2 0,6

(nd): ndo determinado; (1): valores determinados pelo fabricante; (2): Ikonomou, Bastin e
Schneider (2001); (3): determinado através de analises por HPLC no LATECC; (4): Médias
entre 2 ¢ 3 e/ou valores de (3) e (5): concentragdo aproximada de cada nutriente para a
combina¢do de meios TNM-FH e SF900 II na propor¢do 1:1 (valor calculado utilizando dados
de SF900 11 ® ¢ TNM-FH "),
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Observa-se que, além da baixa concentragdo de diversos aminodcidos no meio TNM-
FH em relagdo ao meio SF900 II, ele ainda possui baixissima concentragdo de glicose,
carboidrato essencial para células Sf9. Entretanto, sua utilizacdo na diluicdo do meio SF900 II
pode ser adequada para fins de cultivos, pois varios aminoacidos mantém as concentragdes

minimas apos a dilui¢do, incluindo os mais criticos como cisteina.

5.2.6 Combinag&o entre SF900 Il e TNM-FH sem a utilizagéo de SFB.

Foram realizados experimentos de cultivo utilizando a mesma combinagdo entre os
dois meios de cultura, combinagdo 1:1 entre SF900 II ¢ TNM-FH, porém sem a adicdo de
SFB, no intuito de se minimizar os problemas desta suplementacdo (item 2.12). Os resultados
obtidos para o ensaio em triplicata e a compara¢do com os cultivos anteriores sao expressos

nas Figuras 5.17 e 5.18.
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Figura 5.17: Ensaio em triplicata para crescimento de células Sf9 a 100 rpm, Co=1x10°
cel/mL na combinagdo de meios SF900 IT e TNM-FH, sem SFB. 1 e 2 realizados na mesma

data, partindo de um tnico pré-inoculo.
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Figura 5.18: Comparagdo entre os cultivos de células Sf9 em diferentes meios de cultura para

Co= 1x10° cel/mL e velocidade de agitagdo de 100 rpm.

Através desta comparagdo pode-se verificar que a combinagdo de meios de cultura

sem a adi¢do de SFB ¢ adequada para o cultivo de células Sf9 sem acarretar perdas quer para
a densidade celular maxima quer para a velocidade especifica maxima de crescimento, [maxs
quando comparado ao cultivo em SF900 II, sem aerag¢do . Deste modo, esta estratégia pode ser

adotada nos experimentos de cultivo resultando em minimiza¢do do custo e eliminagdo do

inconveniente da utilizagdo de SFB, além do rendimento satisfatorio.

5.2.7 Caracterizacdo do metabolismo de carboidratos de células Sf9 nos diferentes meios e

condicdes de cultivo.

Foram analisadas neste trabalho as concentra¢des de carboidratos para cada um dos
experimentos de cultivo nos seguintes meios de cultura: SF900 II, combinagao 1:1 SF900 II +

TNM-FH com SFB e esta combinag¢do na auséncia de SFB. Os carboidratos analisados em
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cada caso foram maltose e glicose e o comportamento observado pode ser expresso na Figura

5.19.
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Figura 5.19: Consumo de glicose ¢ maltose para células Sf9 cultivadas sob diferentes

condigdes a 100 rpm ¢ Co= 1x10° cel/mL. Nio foi possivel quantificar maltose para um dos

experimentos.

Na Figura acima se observa que o crescimento celular exponencial cessa em torno de
96 horas de cultivo. Neste momento, ocorre a inibicdo do crescimento celular por alguma

limitagdo do cultivo. A partir das observagdes expressas no item 5.2.4 e Figura 5.15 que
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demonstram que pode haver neste momento influéncia da escassez de oxigénio, procura-se
averiguar também se ha algum carboidrato relacionado a esta limitacdo. Neste sentido, pode

ser notado o seguinte aspecto para o consumo de maltose e glicose, na Tabela 5.5:

Tabela 5.5: Resumo do consumo de glicose e maltose para cada experimento de cultivo.

Cultivo Cagiicose (8/L) | % consumo | Cpaitose (g/L) | %o consumo
Co | Cosn a96 h Co Cosn a 96h
SF900 II, com
3 9.8 | 6,45 34% 09 | 0,18 80%
aeracao
SF900 I1,
995 | 7,0 30% 1,0 | 041 60%
Normal
Meio 50%,
5,74 | 3,8 34% nd nd nd
com SFB
Meio 50%,
50 | 2,82 44 0,4 0,0 100%
sem SFB

(nd): ndao determinado.

Nota-se para todos os casos que o carboidrato glicose ndo pode ser o responséavel pela
limitacdo do crescimento uma vez que no fim do crescimento exponencial ainda esta presente
a altas concentracdes, em torno de 60-70% do valor inicial. Este comportamento com relagao
ao consumo de glicose ja foi observado varias vezes na literatura para meio SF900 II e para
outros meios cujas concentracdes iniciais de glicose sdo altas, sendo que mesmo apds a
infeccdo glicose ndo se torna substrato limitante (IKONOMOU, BASTIN e SCHNEIDER,
2001).

Até mesmo para cultivos em SF900 II em bioreator, o que permite maior crescimento
celular, Radford e colaboradores, 1997, mostraram que no final da fase exponencial de
crescimento a concentracdo de glicose estava em torno de 50% do valor inicial. Recentemente

(2005), Marques realizou cultivos de Sf9 em SF900 II em bioreator de 2 litros e constatou no
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final da fase exponencial de crescimento a concentragdo de glicose em torno de 70% do valor
inicial. Com todas estas indicagdes, conclui-se que ¢ possivel utilizar a dilui¢do do meio
SF900 II com outro meio de cultura, no que diz respeito as concentragdes minimas de glicose,
o que também foi observado na Figura 5.19 e Tabela 5.5.

Com relagdo ao carboidrato maltose (Figura 5.5) notou-se que no final do crescimento
exponencial este substrato estd presente a baixas concentragdes, e exaurido no caso da
combinagcdo de meios. Pode-se prever que ele exerca influéncia sobre o crescimento ao
verificar-se o seguinte: se o crescimento celular foi mais lento, o consumo de maltose também
o foi (cultivo normal em SF900 II); quando as células cresceram até 120 horas, foi somente
neste momento que maltose acabou (cultivo em SF900 II, com aeracdo); quando o cultivo
entra em fase de morte a 96 horas, a concentracdo de maltose é zero (cultivo em Meio 50%,
sem aeracao).

Decidiu-se entdo por realizar experimentos de cultivo com adi¢ao de maltose, diluida
em meio de cultura a fim de averiguar o comportamento do cultivo nestas condi¢des. Foram
realizados dois conjuntos de experimentos: adicionando-se 0,6 g/L. de maltose, o que eleva a
concentragdo de 1,0 para 1,6 g/l (no meio SF900 II) e de 0,5 para 1,1 g/LL (no Meio 50%) e
adicionando-se maltose até a concentragdo final de 2,0 g/L, para os dois meios. As curvas de
crescimento ¢ de variacdo dos carboidratos sdo exibidas nas Figura 5.20 e 5.21. Entretanto
ndo foi possivel determinar a concentragdo de maltose para o primeiro conjunto de

experimentos.
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Figura 5.20: Cultivo de células Sf9 em diferentes meios de cultura: suplementados com 0,6

g/L de maltose e sem suplementagdo (controles). Condigdes: Co= 1x10° cel/mL , 100 rpm.
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Figura 5.21: Cultivos de células Sf9 em meios suplementados com maltose (Cgpa= 2,0 g/L).

Cultivos controle: sem suplementacdo. Condicdes: Co= 1x10° cel/mL , 100 rpm.

Os efeitos da maltose sob o cultivo podem ser analisados sob dois aspectos cinéticos:

densidade celular em cada tempo e velocidade especifica de crescimento. A Tabela 5.6
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resume as velocidades especificas maximas (Umax) de experimentos mais relevantes para fins
de comparagao.
Tabela 5.6: Velocidades especificas de crescimento (1msx) € Tempos de geracdo (tg) para

diferentes cultivos de células S9.

Condi¢ao Meio SF900 11 Meio 50%sem SFB
Pmax(0) [ R* | Tyh) | pma(h™) | R | Te(h)
Com aeragao 0,0237 0,9946 29,2 - - -
Normal 0,0245 0,9916 | 28,23 0,0250 0,9992 28,1
Adicao de 0,6 g/L. de 0,0219 0,9863 | 32,00 0,0272 0,9842 25,5
maltose
Ciinal = 2,0 g/l de maltose 0,0255 0,9929 | 27,25 0,0229 0,9987 30,2

Em termos de pmax, observa-se pouca diferenca entre um experimento e outro exceto
para aqueles em que ndo ocorreu crescimento tipico (Umax = 0,0219 e 0,02292). A diferenga
notada entre os cultivos diz respeito ao crescimento celular nos meios suplementados com
maltose, onde se observa para o primeiro conjunto de experimentos (adicdo de 0,6 g/L de
maltose) maior densidade celular em relacdo aos controles somente entre 24 e 72 horas. Tal
como nos cultivos controle, o crescimento celular declina a 96 horas ¢ inclusive, nos meios
suplementados a densidade celular maxima ¢ menor. Entretanto, como ndo foi possivel
determinar as concentragdes de maltose ao longo do tempo, as conclusdes para este
experimento ndo sao completas. Ja para o caso de adi¢do de maltose até concentracao final de
2,0 g/L, observa-se maior crescimento celular em cada ponto e maior C,;x, 20 mesmo tempo
em que o a velocidade de consumo de maltose ¢ maior (o que pode ser inferido do grafico).
Esta situagdo ndo ¢ observada para o cultivo em meio 50% com a mesma adi¢ao de maltose,
no qual ocorreu crescimento similar ao controle e baixa velocidade de consumo de maltose,

em relacao ao meio SF900 II suplementado.
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Poucos trabalhos sobre metabolismo na literatura tratam a utilizagdo de maltose por
células Sf9, mas Radford, Reid e Greenfield (1997), observaram para meio SF900 II em
bioreator a utilizagdo de maltose por células Sf9 como fonte alternativa de glicose, sendo que
no final da fase exponencial de crescimento este carboidrato estava praticamente exaurido. No
presente trabalho observa-se também esta utilizacdo de maltose e inclusive o melhor
desempenho quando se adiciona maltose ao meio SF900 II.

Com relagdo ao carboidrato sacarose, presente no meio TNM-FH a 26,68 g/L, e
portanto presente na combinacao entre este meio € o SF900 II, ndo se realizou a avaliagao do
seu consumo neste trabalho por conhecer-se previamente na literatura que este carboidrato
ndo ¢ utilizado por células Sf9. Suas concentragdes permanecem constantes ao longo do

cultivo para o meio TNM-FH (MENDONCA, PALOMAREZ e RAMIREZ,1999).

5.2.8 Metabolismo de aminoacidos

Dentre os trabalhos mais completos da literatura acerca do metabolismo de células Sf9
em meio SF900 II, deve-se destacar Radford, Reid e Greenfied (1997), que analisaram cada
um dos aminoacidos para células Sf9 infectadas e nao infectadas neste meio, observando que
cisteina ¢ o Unico aminoacido exaurido, para cultivo em bioreator, quando cessa o
crescimento celular.

Baseado nestas observagdes, realizou-se neste trabalho a investigagdo acerca dos
aminoacidos presentes nos cultivos em meio SF900 II, e sdo apresentados na Figura 5.22

aqueles que mais variaram para dois cultivos:



81

—<4—GIn —e—Ser —x— Ala Asp —eo—Cis
2,54
"< <
2,01 ™~
e
— 15 < <
< S A
P.i 1,51 Q- «— — < N
° <.
=} e
£ 10- Lk
2o * *
Qﬂs B O R T ~—
0 T
05 s&/*/ )
9 T grif‘é;:;;r' -
g/. e
—Q. e ®
0,0 T o *
T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (h)

Figura 5.22: Aminoacidos que mais variaram para dois cultivos de células Sf9 em meio

SF900 II, em condigdes similares.

Como pode ser observado nesta Figura, ocorreu a produg¢do de alanina, tipico de
cultivos de células Sf9. Tal producdo segue um mecanismo metabolico ja caracterizado
(Figura 3.4). Entretanto, ndo foi observada a participacdo de cisteina como aminoacido
limitante do crescimento, pois a 96 horas de cultivo este aminoacido ainda esta presente. Esta
diferenca em relacao literatura pode ser devida ao fato de que, no presente trabalho os cultivos
sdo realizados em frascos Schott e na literatura citada, usam-se bioreatores.

Foi analisada também a concentragdo de aminodcidos para um cultivo em combinagao
de meios de cultura, Meio 50%, com concentra¢ao final de 2,0 g/l de maltose (Figura 5.21)
no qual a concentracao inicial de alguns aminoacidos ¢ reduzida (Tabela 5.4). Na Figura 5.23
pode-se verificar que o perfil da variagdo de aminoacidos ¢ similar ao de cultivos em meio
SF900 II e que o tnico aminoacido que fica a niveis muito baixos € a cisteina, que ja comega

com apenas 0,03 g/L e portanto ndo pode ser indicada como limitante.
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Figura 5.23: Variagdo dos principais aminoacidos para um cultivo em Meio 50% (2,0 g/L de

maltose).

5.2.9 Sensibilidade de células Sf9 ao cisalhamento

Conforme descrito em Materiais ¢ Métodos, cultivos de células Sf9 foram
submetidos a velocidades de cisalhamento de 90, 180, 250 ¢ 300 s™'. A resposta das células foi
registrada em termos de viabilidade teorica, resultado direto do método de exclusdo por azul
de tripan e viabilidade real, obtida pela relacdo entre densidade de células a cada tempo e
densidade inicial. O comportamento para cada caso pode ser observado na Figura 5.24 onde
nota-se que da menor a maior tensdo de cisalhamento aplicada nos experimentos, as células
apresentam sensibilidade consideravel, com quedas de viabilidade de até 20%. Poderia
esperar-se que com o aumento da tensdo de cisalhamento a sensibilidade da célula também
aumentasse, resultando em maior morte celular; entretanto este comportamento nao foi
observado. Similarmente, Mardikar e Niranjan (2000), em estudo com diferentes células em

viscosimetro cilindrico concéntrico observaram que a maioria das células apresentou morte
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celular tanto a muito baixas como a muito altas tensdes de cisalhamento, passando por um
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Figura 5.24: Viabilidade das células Sf9 apds exposi¢do a diferentes velocidades de
cisalhamento, em meio SF900 II e 28°C. Os experimentos foram realizados em duplicata e os

resultados apresentados sao a média em cada caso.

Uma importante caracteristica identificada nos experimentos ¢ que para as condi¢des
de cisalhamento estudadas e apesar de as células Sf9 sofrerem morte celular, elas apresentam
a capacidade de se adaptarem a novas condi¢des de cultura (maiores tensdes de cisalhamento)
e inclusive apresentarem crescimento celular ap6s um periodo de tempo. Este comportamento
pode ser relacionado a caracteristicas da membrana de células de inseto, provavelmente mais

resistente do que células de mamiferos ao stress gerado por diferentes velocidades no fluido.
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Esta caracteristica pode ser importante no desenvolvimento do bioprocesso uma vez que
denota uma boa adaptabilidade para culturas em suspensdo em larga escala.

Além da resposta ao cisalhamento pode-se verificar através destes experimentos que a
viabilidade determinada diretamente por exclusdo com azul de tripan ndo representa o real
estado das células na cultura, nestas condi¢des experimentais, uma vez que enquanto decresce
a densidade de células viaveis, a viabilidade por azul de tripan permanece praticamente
constante, em torno de 98%. Isto pode ser devido ao fato de ocorrer rapida lise celular nas
condi¢des de cisalhamento, o que ndo ¢ detectado pelo corante que marca células mortas mas
nao desintegradas. Além disso, um fator de erro na utilizagdo do método de exclusdao com azul
de tripan é que ele ndo marca células apoptoticas que muitas vezes sdo identificadas como

vivas (ndo coradas) embora estejam ‘condenadas’ a morte posterior.

5.3 Experimentos de infec¢io de células Sf9 para expressido de Canacistatina

Uma vez produzido o baculovirus recombinante e caracterizadas as principais
condig¢des de cultivo de células Sf9 (velocidade de agitacdo, densidade de indculo, duracao da
fase exponencial, melhor meio para o cultivo), foram conduzidos os experimentos de infec¢cdo
para avaliacdo da infec¢dao celular e da producao da Canacistatina, passando da escala de

placa de pogos (2 mL) para escala de Schott (20 mL ou 50 mL).

5.3.1 Ensaio preliminar de expressdo em placas de pocos

Este ensaio teve por finalidade verificar ao longo da infec¢do qual o melhor momento
para coleta da proteina, ou seja, qual o momento de maxima producdo. Para tanto se realizou

uma infecgio de 10° células Sf9 por pogo (seis pogos totais) em meio SF900 IT e a MOI= 5,0
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pfu/cel. Coletou-se o pellet de células com intervalos de 24 horas e analisou-se por SDS-

PAGE e Western Blotting, que é apresentado na Figura 5.25:

Canacistatina

g;rzgriis;aiilnSaKDa) (baculovirus ~15 KDa)
—

L C+ C-  24h 48h 72h 96h 120h Lrb

Figura 5.25: Analise por Western Blotting do ensaio de expressdo de Canacistatina coletada

em diferentes tempos p.i. (L): Ladder, (C+): Canacistatina purificada expressa em bactéria;

(C-): Células S9; (24 a 120h): momentos de coleta do pellet infectado ¢ (Lrb): Ladder.

Com esta analise observou-se que ja em 24 horas pds-infecgdo (p.i.) pode-se encontrar
Canacistatina, o que ¢ coerente ja que sob controle do promotor da poliedrina, a expressao
tem inicio a partir de 24 horas, quando a proteina comeca a ser identificada por SDS-PSGE.
Com relacdo a maxima producdo de proteina, espera-se para proteinas recombinantes
secretadas produ¢do maxima entre 30 e 72 horas e para proteinas ndo secretadas entre 48 ¢ 96
horas (O’REILLY, MILLER e LUCKOW, 1994).

No caso da Canacistatina, ndo secretada, obteve-se maxima concentragdo a 96 e a 120
horas. Contudo, definiu-se para este trabalho o momento de coleta do pellet infectado a 96
horas p.i. a fim de se evitar possiveis degradacdes protéicas, que sdo resultantes da liberagdo
de proteases pelas células que lisam, o que a 120 horas p.i. pode ser mais expressivo, devido

a morte celular.
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5.3.2 Infecgdo em frascos Schott e purificacdo da Canacistatina

Uma vez determinado o momento de coleta do pellet celular infectado realizou-se um
experimento de expressdo em escala de Schott, infectando 15 mL de cultivo a 1,5x10° cel/mL
em SF900 II e MOI= 5 pfu/cel, em Schott de 150 mL. Coletou-se o pellet celular a 96 horas
p.i. e realizou-se a purificagdo em coluna de niquel, cujo principio da retencdo da proteina ¢ a

afinidade entre a cauda de histidina que a proteina contém e o niquel na coluna.

L 1 2 3 4 5 53 7 =S L A 2 3 4 [ 5] T =]
S0 kD —» s
0kDa —»
_—— " +— 157 kDa
15kDa —»

Figura 5.26: SDS-Page e¢ Western Blotting da purificagdo de Canacistatina em coluna de
niquel. L: Ladder; 1: Células Sf9 ndo infectadas; 2: Extrato celular de células Sf9 infectadas;
3: Sobrenadante eluido; 4 e 5: Fragdes le 2 do tampao de lavagem (imidazol 20 mM); 6, 7 e
8: Fragdes 1, 2 e 3 do tampao de eluicdo (imidazol 250 mM). SDS-PAGE 15% corado com

Azul de Comassie.

Pode-se definir através desta andlise que a maior recuperagdo de Canacistatina no
processo de purificagdo acontece na segunda e terceira elui¢do, cuja concentragdo de
imidazol ¢ de 250 mM. Destas, realizou-se a andlise da concentragdo de proteina pelo método
de Bradford e obteve-se o valor de 23 mg/L, nas condi¢des de infeccdo adotadas (MOI= 5
pfu/cel, Ccer = 1,5x10° cel/mL). Neste ensaio preliminar ndo foram acompanhadas as
variagdes de densidade celular, viabilidade e substratos ao longo do tempo, o que foi

realizado em todos os ensaios posteriores.
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5.3.3 Producéo de Canacistatina em diversas condicdes de infeccéo

Realizaram-se experimentos de infeccdo de células Sf9 em meio SF900 II e Meio 50%
com trés valores de MOI: 1,0, 5,0 e 10,0 pfu/cel, nas condi¢gdes: 100 rpm de agitacdo, frascos
Schott de 125 mL com 20 mL de volume de trabalho , acompanhando ao longo de 96 horas

as variagoes de densidade celular, viabilidade e substratos (Figura 5.27).
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Figura 5.27: Infecgdo de células Sf9 com vAcCANA em dois meios de cultura e trés valores

de MOL.

Para os dois meios de cultura testados notou-se comportamento similar tanto na
cinética da infec¢ao como na utilizagdo de substratos. Com relagdo a influéncia do MOI
sobre a cinética da infeccdo celular observou-se que para estes valores, maiores que 1,0
pfu/cel, ndo ocorreu crescimento celular apds a infecgdo. Uma infecgdo sincronica impede o

crescimento celular pois a maquinaria das células passa a priorizar a replicagdo viral e ndo
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mais sintetizar suas proprias moléculas, o que seria necessario para crescimento celular. Na
literatura, ¢ indicado para uma infeccdo sincronica MOI de pelo menos 5,0 pfu/cel
(O’RELLY, MILLER e LUCKOW, 1994) onde cerca de 100% das células sejam infectadas
por pelo menos uma particula viral no momento inicial. Valores entre 10 e 20 pfu/cel
asseguram, além de uma infec¢do sincronica, que a replicacdo viral aconteca a altas
velocidades.

No que diz respeito a glicose ¢ maltose observou-se baixa utilizagdo apods a infecgao,
para os dois meios de cultura, sem ocorréncia de escassez destes substratos inclusive para o
meio com menor concentragdo (Meio 50%). Esta observagdo pode ser atribuida ao fato de
ndo ocorrer replicagdo celular mas somente manutencao para sintese de particulas virais e de
proteina recombinante. Foram analisadas também as concentragdes de aminodcidos para dois
experimentos de infec¢do, nos meios SF900 II e Meio 50% (Figura 5.28), nos quais se
observou que nao ocorre escassez de aminoacidos ao longo da infeccdo, com excecdo de
cisteina que ja no inicio estd presente a concentracdes muito baixas. Entretanto, de acordo
com os valores de produtividade de proteina recombinante obtidos (Tabela 5.7), pode-se
dizer que ndo ocorre limitagdo nem mesmo pela auséncia deste aminoacido.
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pfu/cel; (B): Meio SF900 II, MOI 10,0 pfu/cel.
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Contudo, o fator mais importante ao se comparar diferentes meios de cultura e MOIs ¢

a produgdo da proteina recombinante. Para todos os experimentos de infec¢ao realizados neste

trabalho os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.7, onde se verificam também

todas as varidveis importantes do processo de infecgdo e obtengdo de proteina recombinante.

Pode-se observar que a produtividade de Canacistatina foi maior ao se utilizar o Meio 50%

(concentracdo 20 a 60% maior), o que pode estar relacionado a fatores nutricionais presentes

no meio TNM-FH (utilizado na composi¢ao do Meio 50%) que estimulem a replicacdo viral

ou mesmo a sintese protéica. Entretanto, ao se considerar cada meio de cultura isoladamente

observa-se que a produtividade pode ser muito semelhante utilizando MOI 5 ou 10 pfu/cel

(17,7 X 17,9 ng/10°cel em meio SF900 11 e 28,6 X 25,8 ng/10°cel em meio 50%).

Tabela 5.7: Resumo das variaveis e resultados dos experimentos de infecgdo em dois meios

de cultura e trés valores de MOL.

Meio de MOI Volume | C Inicial | Cce;a 96 h | V; (%) | V(%) Cc Pro Cc
cultura | (pfu/cel) (cel/mL) | (cel/mL) (mg/L) | (ng/10°cel)
SF900 IT* 5,0 15mL | 1,5x10° | 1,92x10°| 98 87 23 12,0
SFO00 I1* | 5,0 15mL | 1,5x10° | 1,3x10° | 100 92 23 17,7
SF900 IT* | 5,0 20mL | 2,0x10° | 2,1x10° | 98 90 25 11,9
SF900 II 1,0 25mL | 1,68x 10° | 1,56x 10° | 100 30 25 16,0
SF900 11 5,0 25mL | 1,47x10° [ 2,19x 10°| 94 69 23 10,5
SF900II | 10,0 | 25mL | 1,48x10° [ 1,45x10°| 100 73 26 17,9
Meio50% 1,0 25mL | 1,6x10° [ 1,67x10°| 100 76 33 19,8
Meio50% 5,0 25mL | 1,35x10° | 1,4x10° | 95 74 40 28,6
Meio50% | 10,0 | 25mL | 2,0x10° | 1,55x10°| 95 83 40 25,8

(*): Para estes experimentos nao foram construidas as curvas de crescimento Cce: Densidade
celular ; V; e Vg Viabilidades inicial e final; Cc: Canacistatina; Pro Cc: Produtividade de
Canacistatina.
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Comparando os valores de produtividade obtidos neste trabalho com os da literatura

para infeccdo de células Sf9 com baculovirus recombinante (Tabela 5.8), pode-se dizer que a

produgdo de Canacistatina foi muito satisfatéria. Além disso, estes dados da literatura

apontam para um importante fator: o tempo de coleta da proteina.

Tabela 5.8: Comparacdo entre a o rendimento da produgdo de Canacistatina e de outras

proteinas recombinantes da literatura, expressas em condi¢des semelhantes.

Condicoes da Concentracio | Produtividade Produtividade Proteina/
infeccao de proteina (ng/10%el) especifica (ng/10°cel.h) Referéncia
(mg/L)
S19/ SF900 11
VP2/
CCI=2*10°cel
22 11 0,28 Lecina et al.,
MOI= 1,5
2006
Tcoleta =40 h
Sf9/ Bioinsect I
rHAM"/
CCI= 3*10°cel
10 3,3 0,083 Taylor et al.,
MOI= 0,5
2006
Tcoleta =48 h
S9/ SF900 11
VP2/
CCI=1,4*10°cel
18 12,8 0,184 Huetal.,
MOI= 10
1999
Tcoleta =70 h

Pelo tempo de coleta destas proteinas listadas na Tabela 5.8, que também sdo

expressas sob o promotor da poliedrina, de méxima expressdo entre 72 ¢ 96 horas, fica claro

a questdo da degradagdo protéica pela acdo de proteases liberadas pela lise celular. No caso

da proteina rHAM', por exemplo, a produgdo em alta concentracio se deu previamente a

MOIs altos, entre 15 e 30, ¢ a 96 horas (TAYLOR et al., 2006) Entretanto, nestas condi¢des

houve grande degradacdo da proteina, motivo pelo qual o tempo de coleta foi reduzido para

48 horas, quando ainda havia alta viabilidade celular e utilizou-se baixo MOI de 0,5 pfu/cel
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(Tabela 5.8). Conseqiientemente obteve-se um menor rendimento, entre 4 ¢ 10 mg/L. Este
efeito também foi observado para a proteina VP2 (Hu et al.) tanto em meio SF900 II como
em Ex-Cell 401 (JHR Biosciences) para alto MOI (10), cuja concentracdo diminui acima de
aproximadamente 70 horas, proveniente de degradacao por proteases liberadas na lise celular.

Ja a Canacistatina ndo apresentou este problema e foi coletada em 96 horas sendo que,
de acordo com o ensaio de expressdo, poderia ser coletada também em 120 horas. Isto ¢
coerente pelo fato de as proteinas cistatinas serem inibidoras de proteases, especificamente
cisteinoproteases, que sdo largamente presentes no processo de infecg¢do celular juntamente
com carboxylproteases, em torno de 48 horas pods-infec¢do (GOTOH, MOCHIZUKI e

KIKUCHI, 2001).

5.4 Consideracdes finais: producio de Canacistatina em célula de inseto X bactéria.

A produgdo de Canacistatina em célula de inseto neste trabalho (entre 23 e 40 mg/L) ¢
pelo menos duas vezes maior que aquela observada anteriormente em bactéria, de acordo com
Soares-Costa (2002) que descreveu a obtengdo de 10 mg/L de Canacistatina para cultivos em
shaker. Apesar disto, sabe-se que a producdo em células de inseto envolve técnicas mas
dificeis, com custo e tempo maiores do que a produgdo em bactéria e que comparagdes entre
os dois sistemas de expressdo sO seriam possiveis averiguando-se detalhadamente as
caracteristicas da proteina produzida em cada um dos dois sistemas a fim de se avaliar se o
sistema eucariotico resulta em vantagens que compensem sua utilizagao.

Entretanto, o presente trabalho ndo se propos a comparagao destes dois sistemas para a
produgdo de Canacistatina mas utilizou esta proteina como modelo de estudo do processo
biotecnolégico de producdo de proteinas recombinantes por células Sf9/ baculovirus. Por

outro lado, a construgdo do baculovirus recombinante para a producdo desta proteina,
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inibidora de cisteinoproteases, gera a possibilidade de estudo da atividade deste baculovirus
In Vivo, em pesquisas de controle de pragas utilizando infecgdo com baculovirus, o que se

sugere como trabalhos futuros.
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6. CONCLUSOES
A primeira e maior parte deste trabalho envolveu experimentos de cultivo de células
Sf9 em pequena escala, em frascos Schott de 100 mL com volume de trabalho de 20 mL. Para

estas condi¢des foi possivel caracterizar o cultivo de células Sf9 nos seguintes aspectos:

1. O meio TNM-FH, embora de baixo custo e grande utiliza¢do para cultivos estaticos
de células Sf9 (em frascos T), ndo ¢ adequado para cultivos em suspensdo pois
promove baixo crescimento celular, provavelmente devido a sua baixa concentracio

de nutrientes em relacdo a outros meios de cultura.

2. Células Sf9 crescem bem em meio SF900 II, mas podem ser cultivadas utilizando
uma combinagdo entre os meios de cultura SF900 II e TNM-FH, nas proporg¢des de
1:1, sem qualquer prejuizo em termos de densidade méaxima celular alcangada ou
velocidade especifica maxima de crescimento, pma. Além disto, embora o meio
TNM-FH seja sempre utilizado acrescido de Soro Fetal Bovino (SFB), é possivel
utilizar a combinacgdo de meios na auséncia total deste aditivo. Com estas alternativas
reduz-se consideravelmente o custo do meio de cultura além de eliminarem-se os

problemas relacionados ao uso de SFB.

3. Para cultivos em frascos Schott agitados, a velocidade de agitagdo de 100 rpm é

adequada para promover crescimento celular satisfatério.

4. O oxigénio pode ser considerado limitante para cultivos em frascos Schott agitados, o
que pode ser minimizado com a utilizagdo de sistema de aeracdo adaptado aos

frascos para o caso onde se pretende maior Xax 0 que nao se aplica a pmax.



94

5. A utilizagdo de uma densidade de indculo de 1x10° cel/mL e cerca de 20% de meio
condicionado, propicia um crescimento otimizado onde se obtém em menor tempo a

densidade ideal de células para realizar a infecgao viral.

6. O carboidrato glicose ndo ¢ o substrato limitante em nenhum dos meios de cultura
utilizados, mas maltose é totalmente consumido até¢ o final da fase exponencial de
crescimento, para os cultivos em meio SF900 II. Apesar disto, quando se utiliza a
combinag¢do de meios de cultura, na qual a concentragdo inicial de maltose ¢ metade
daquela em SF900 II, o crescimento celular é praticamente o mesmo. Isto indica que
embora células Sf9 consumam maltose preferencialmente este substrato ndo pode ser

considerado limitante.

7. Com relacdo a aminoacidos ndo foram identificados, nas condi¢des de trabalho
adotadas, aminoacidos que exer¢am papel de limitacdo no cultivo de células Sf9 e

por isso ndo se indica qualquer suplementagio

8. Através dos estudos de sensibilidade ao cisalhamento percebeu-se que células Sf9
apresentam alta sensibilidade, mostrando quedas de viabilidade de até 20% para
valores altos de cisalhamento. Entretanto, apresentam uma capacidade de adaptagdo a
estas condigdes estressantes o que foi notado pelo crescimento celular a partir de um
determinado tempo de exposi¢do. Esta informagdo ¢ importante especialmente para
cultivos em bioreator onde o problema de cisalhamento ¢ mais consideravel do que

para frascos agitados.

Para os experimentos de infeccdo de células Sf9 com baculovirus recombinante

vAcCANA (para expressao de Canacistatina) foi possivel caracterizar os seguintes aspectos:
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O melhor momento para a purificacdo da Canacistatina do pellet celular ¢ de 96 horas

pos-infecgao.

Para os valores de MOI testados recomenda-se a utilizagdo de MOI= 5,0 pfu/cel,
cujos rendimentos de proteina foram reprodutivos. Os melhores resultados obtidos

neste trabalho indicam para a utilizagcdo de Meio 50%, com MOI = 5,0 pfu/cel.

Os rendimentos de Canacistatina (entre 23 e 40 mg/L) nas diferentes condi¢des de
infeccdo sdo considerados altos quando comparado a rendimento de proteinas

expressas por este mesmo sistema, na literatura.

Comparando-se os rendimentos de proteina recombinante no meio SF900 II e no
meio diluido, Meio 50%, conclui-se que ndo ha limitagcdes na producdo de proteina
relacionadas a disponibilidade de nutrientes. Assim, recomenda-se a utilizacdo do

Meio 50% como alternativa de reducdo de custo sem prejuizos a produtividade.

Para a identificacdo de células infectadas deve-se recorrer aos aspectos morfoldgicos,
que ndo sdo tdo evidentes como no uso de baculovirus com poliedros, mas deve-se

identificar a hipertrofia do nticleo celular e aumento do tamanho das células.

O didmetro celular ap6s a infeccdo pode ser usado como parametro de identificacao
do processo de infec¢dao, comparado ao didmetro de células ndo infectadas, ja que
células Sf9 apresentam formato esférico. Isto pode ser uma indicagdo da sincronia da
infeccdo, onde se a maior parte da populagdo de células foi infectada ao mesmo

tempo seria observado nos resultados um desvio padrao menor.
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7. SUGESTOES

Como continuidade deste trabalho sugere-se, com relagdo aos estudos de
caracteristicas cinéticas e fisiologicas de células de inseto Sf9, a realizagdo de cultivos em
biorreator testando-se a combinacdo de meios de cultura testada neste trabalho, com a
finalidade de verificar a aplicagdo deste meio em escalas maiores e a possibilidade de
suplementagao.

Com respeito a proteina Canacistatina sugere-se sua co-expressdo, pelo mesmo
sistema célula de inseto/baculovirus, com proteinas mais susceptiveis a agdo de proteases a
fim de se verificar sua atividade de inibi¢do de proteases e neste caso a protecao da proteina
de interesse. Além disso, poderia ser estudado seu efeito antiapoptotico com base na
existéncia deste efeito para outras cistatinas.

Outro aspecto interessante a ser estudado seria a fung¢do da Canacistatina In Vivo
através da infeccdo de lagartas (Spodoptera frugiperda, Heliotes Virenses ou lagartas que
atacam a cana-de-acicar) a fim de se avaliar a possivel utilizacdo do baculovirus

recombinante no controle de pragas.
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APENDICE A

Seqiiéncia da regido de multipla clonagem do vetor de expressao pFastBac HTB.

s Inicio da transerigio
Promotor da poliedrina 3
T 1
3901 TAGATCATGE AGATAATTAR AATCGATAACC ATCTCOGCARAADL TAAATARRGTA
ATG noadado para ATT
| — |

3851 TTTTACTGTT TTCGTAACALG TTTTGTAATA AAAARRACCTA 'IAAA'IIA'ITICC

1
4001 GGATTATTCA TACCGTCCCA CCATCGGGCG CGGATCTCGG TCCGAARACC

GxHis tag

[ |
4050 ATG TCG TAC TAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC GAT TAC GAT ATC
Met Ser Tyr Tyr His His His His His His Asp Tyr Asp Ile

Sitio para TEV Ehe | Nco | BamHI

| 1|
4092 CCR ACGE ACC GAA ARC CTG TAT TTT CAG GGC |GCC |ATG |GGA TCC
Pro Thr Thr Glu Asn Leu Tyr Phe Glﬁ‘gly 2la |Met Gly Ser

TEV 4123

EcoR. | Stul Sall Sstl Spel Mot |
I I I | I
4134 GGA ATT CAA AGG CCT ACG TCG ACG AGC TCA CTA GTC GCG GCC
Zly Ile Glu Arg Pro Thr Ser Thr Ser Ser Leu Val Ala Ala

Nsp V Xba | Pstl Xhol Sph | Kpn |
I I I I I I
4176 GCT TTC GAA TCT AGA GCC TGC AGT CTC GAG GCA TGC GGT ACC
Ala Phe (Glu Ser Arg Ala Cys Ser Leu Glu Ala Cys Gly Thr

H’;”d 1 SV40 Sinal de poliadenilagio

[
4218 ARG CTT GTC GAG AAG TAC TAG AG GATCATAATC AGCCATACCA ...
Lys|Leu Val Glu Lys Tyr **%*

4218

Fonte: Protocolo Bac-to-Bac Baculovirus Expression System, 2004 (Invitrogen).
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Mapa e descricdo do vetor de expressio pFastBac HTA (Manual Bac-to-Bac

Baculovirus Expression System, 2004 ,Invitrogen).

O pFast HTB difere do HTA em 1pb, e corresponde a segunda ORF.

ATG 6xHis TEV

Origem f1: bases 2-457

Gene de resisténcia a ampicilina: bases 589-1449
Origem pUC: bases 1594-2267

Tn7R: bases 2511-2735

Gene de resisténcia a gentamicina: bases 2802-3335
Promotor da poliedrina (Ppy): bases 3904-4032
Iniciagdo ATG: bases 4050-4052

6xHis tag: bases 4062-4079

Sitio TEV: bases 4101-4121

Sitio de multipla clonagem: bases 4119-4222
Sinal de poliadenilagdo SV40: bases 4240-4480
Tn7L: bases 4509-4674.

Fonte: Protocolo Bac-to-Bac Baculovirus Expression System, 2004 (Invitrogen).
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As planilhas C1 a C15 correspondem aos valores utilizados na construgao de cada um

dos graficos de crescimento celular X tempo, viabilidade celular X tempo e concentragdo de

carboidratos e aminoacidos X tempo.

C1. Dados correspondentes a Figura 5.12.

Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c) e viabilidade celular % (v).

) | i) | viItY) | e2) | veY) | €3] | V3V

0 3,42 08 7.27 0g 111 98

24 .23 09 11,77 97 5,61 98

42 8.769 99 17.87 05 7.9 97

66 12,5 08 26,42 94 11,3 98

90 23.64 97 37.29 95 21,3 97

120 31,97 96 41,74 93 28,8 95
142 35,36 97 34,2 97 31.9 97
166 375 96 33.8 94
191 2,11 i} 21.8 92

C2. Dados correspondentes a Figura 5.13.

_Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c) € Viabilidade Celular % (v).

1) | clfyl) | ©2px2) | c2(2) | 13X3) | c3(Y3) | M4 | cAY  viiva) | va[vd) | vl | va[v)
0 564 0 88 0 984 0. 661 934 983 935 978
18, 5499 2 134 24 182 18 127 968 979 992 9849
22 13 8 397 48 348 2 1943 100, 949 988 981
13 314 70 507 70 70 73 37 971 966 99 97,7
97, 428 96 83 95, 98,7 97 5 966 943 95 93,6
121 892 1200 977 120 112 121, 595 988 977 98 98,4
147, 855 143 100, 143 83 147, 949 96,8 97 9% 977
164 667 167, 725 167, 757 164 729 975 936 961 96,4
188 b6 188 629 95 94,3]

C3. Dados correspondentes a Figura 5.14.

Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c) e viabilidade celular % (v).

a1 | oeipen) | vipe) | e | oczrear | vere?)
0 10,67 99,6 0 8,83 99,4
24 15,54 95 24 13,4 96,8
48 27 97,3 48 32,1 100
72 56,4 96,7 70 52,7 97,1
96 96,57 97,2 96 83 96,6
120 122 95,1 120 97,7 98,8
144 117.4 97 143 100,1 96,8
168 114 94 167 72,5 95
192 105,5 89
216 89,3 89




C4. Dados correspondentes a Figura 5.15.
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tIX1) | lacl{Y1) | 2fX2) | lac2[Y2) | t3[(X3] | lac3[Y3] | t4tb[xd] | lach(Y4] lacA[Y4] | 16[X5] | lacBfY®) | t7[X6] | lac?[Y)
0 0072 00,0801 00,0603 0 0 00612 24 0,20565 0 01242
42 0 24 0,072 P 0 2| 0 0 48 10,1494 24 10,1865
66| 0,153 13 0 4 |]| 4B| 0 I]| 72 03294 48/  0,1986
97 01827 b1 0,144 61 |]| il 0 |]| 96/ 021015 72 02146
129 0,423 85 00414 85 0 96 0 0 1200 0,2803% 96 0,2184
147 0.45 109 0,459 109 0,324 120 00,2079 144 0477 1200 0,152
164 0,36 133 0 143 0 0522 168 0,5265 144 0,1
| T 0,423 |
CS5. Dados correspondentes a Figura 5.16.
Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c) e viabilidade celular % (v).
tletdfX1) | cI[¥1] | t2et3(X2) | c2[¥2] | cI[¥?) | cAl¥e] | vI[Y2] | v2[¥?] | v3[Y?] | vA[Y?]
0 1,06 0 0,883 1,04 0,984 98,7 99.4 98.6 98.9
24 2,2 24 1,34 2,3 1,82 96,2 96,8 97 97.9
40 3,54 48 3.21 2,88 312 95,2 100 96 94,9
48 453 70 5,27 4,6 3,48 97,2 97,1 99 96,6
70 b,75 96 8,3 1.2 7 95 96,6 96,3 94,3
96 9,62 120 8,77 7,69 9,87 98,3 98,8 98,9 97,7
120 8,77 143 10,01 9 11,2 99 96,8 96 97
143 8,85 167 7,25 1 8,3 95,8 97,5 1] 93,6
167 8,12 1,57 92 92
C6. Dados correspondentes a Figura 5.17.
Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c) e viabilidade celular % (v).
tletdfX1) | t2(X2) | c1(v2) | e3(v2) | c2[v2) | vial[v?) | via2[v2] | via3[r2)
1] 1] 0,9375 1.121 1.03 97.3 99,6 97,9
22 24 1,788 1.7 1.688 93 93 94,8
46 48 3.162 3,787 3.044 96 95,6 95,4
70 72 L,638 6,283 5,467 97.1 96,2 97.9
94 98 10,15 10,14 9,988 a0 L] 93
118 117 9,475 9,114 10,06 96 97.8 95
145 140 8.95 FA 7.4 92 ] ] 87
C7. Dados correspondentes a Figura 5.18.
Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c) e viabilidade % (v).
HX1) | cl[Y1) |t2et3X2) | c2(¥2] | c3(¥2] | t4(X3] | cd(Y3] | vI[¥3) | v2[¥3] | v3[¥3) | vd[Y3)
0 10,67 0 8,83 9,84 0 9,375 99,6 99,4 98,7 99,6
24 15,54 24 13.4 18,2 22 17,88 95 96,8 96,2 93
48 21 48 32,1 34.8 46 31,62 97.3 100 95,2 95,6
12 56,4 70 52,7 70 70 56,38 96,7 97,1 97,2 96,2
9 96,57 96 83 98,7 94 1015 97,2 96,6 95 99
120 122 120 97,7 112 118 94,75 95,1 98,8 98,3 97.8
144 117.4 143 100,1 83 145 89,5 97 96,8 99 90
168 114 167 72,5 75,7 94 95 95,8




C8. Dados correspondentes a Figura 5.19.
Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c), concentragdo de glicose em g/L
(gli) e de maltose em g/L (ma).
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) | i) |vespa | vy | aya | up | ey | it | mael) | gid) | mally) | gilly) | gl
0 1067 0 883 106 0 9375 4% 103 5 03 98 ;
2 155 o 134 2 2 i 92 0977 502 041 895 49
B 4 21 %4 4 3 83 01 50583 875 49
2 564 T %27 453 70 G638 881 0678 49 039 775 41
% 957 % 83 675 94 1015 735 0416 388 01844 755 2
120 122 1200 977 %2 118 9475 708 0183 388 0039 645 0,986
M4 74 3 1 9%7 145 83% 378 D 345 08
168 114 167 725 885 257 0 2%

C9. Dados correspondentes a Figura 5.20.
Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c) e concentragdo de glicose em g/L

(gh).
1X1) cl[Y1] | c2[¥1) |t3etd[¥2) | c3(v?) | c4[y?) | glilf¥Y] | gli2[¥] | gli3(¥Y] | qglid[Y]
0 1.4 1 0 0,883 1,06 3.5 5,5 3,95 5
24 2,3 2,37 24 1,34 2,2 3.41 3,2 3,27 4.3
48/ 4,862 4,97 48 3,21 3,54/ 8,642 4,55 3.3 4.3
74 6,614 7,34 70 5,27 4,53 1.3 3,789 8,81 4.1
97 8,13 8,525 96 8,3 6,75 5,896 2,2 7,35 2,82
122 7,58 6,634 120 9,77 9,62 527 0,712 7,08 0,986
144 6,2 6,25 143 10,01 9,71 0,09
- - 167 1.25 8.85|
C10. Dados correspondentes a Figura 5.21.
Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c).
) cify] c2[¥] vi[Y] v2[] c3[¥] ch[Y) v3[Y] vd[Y]
0 1,19 1.1 98 100 0,883 0,987 100 100
24 1.1 1,84 100 95 1,34 1,788 98 96
48 4,25 3.2 99 97.8 3.97 3.162 97 98
74 f,55 b,b 98 97 b,07 5,68 98 98
94 11,8 9,78 98 97 8.3 10,15 96 99
120 12,7 9 97 97 9,17 9,47 97 97
144 12,26 i 98 97 10,01 8,95 95 95
168 9,05 b,b 66 90 1.25 85 93
Concentracdo de glicose em g/L (gli) e de maltose em g/L (ma).
qlil[r] qli2[r] qlid[r] qlid[r] mal[r] ma2[r] ma3[r] mad[r]
11,7 FA 9,95 b 1.9 2.1 1,03 0.4
10,5 Fi 9,27 4,9 1.8 1.87 0,977 0,168
9,879 6,22 9,3 4,9 1 1,52 0,723 0,158
8.91 4,02 8.81 4,1 0,714 0,737 0,678 0,022
h18 3.68 7.35 2,82 0,245 0,243 0,416 0
4,08 2,74 7.08 0,986 0,008 0,069 0,183 0
0,09 0




C11. Dados correspondentes a Figura 5.22.
Tempo em horas (t), concentragdo de aminoacidos em g/L (asp, ala, ser, gln, cis).
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tX | aspl[Y]) | gin[Y] | serl[Y] | alal[Y] | cisl[Y) | t2[Y] | asp2[Y] | gIn2[Y]) | ser2[Y] | ala2[Y] | cis2[Y]

0 1,78 2,16 048 0332 0,35 01,9789 18263 06755 04277 0,28

24 1,736 2112 0432 042 0,264 42 23888 2207 07715 05783 0.2

48 1432 1,76/ 0,336 07388 0,164 97 24629 2269 07391 08643 0.1

12 164 2104 035 0544 0,272 188 2118 1,6703 05881 1,4491] 0,021
96 132 1884 0292 0636 0116
1200 1,076 1,452 0 0,768 0
144 1,112 1,536 0 0872 0
168 1,16 1,44 0. 0,868 0

C12. Dados correspondentes a Figura 5.23.

Tempo em horas (t), concentracdo de aminoacidos em g/L (as

=] | alafr] | cis[r] | ser[r] | qlulr] | qlin[r] asp[r]
] 0.5 0,023 0.4 1,326 1,56 0,78
24 0,558 0,0153 0.4 1,38 1.47 0,7%
72 0,608 0,0044 0,29 1.1 0,945 0,724
94 0,57 ] 0,195 0,79 0,66 0.5

C13. Dados correspondentes a Figura 5.27 (infec¢ao em SF900 II).
Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c), concentragio de glicose e
maltose em g/L (gli e mal).

, ala, ser, glu,gln, cis).

i ‘ cfY) | clOfY) | vIR) | vIOR) | oSfY) | VARY) | mall[Y) | mals[Y) | mallO)Y)| giS(Y) | gfi1[Y) | glitOY)
0160 14 100 10 14 M08 1 0,85 101048 117
Mo 15 138 %) 5139 85 0516 09 0G68 930 9618 10
46 161 16 % % 1,62 BB 0488 039 046 893 S4B 105
189 14 %7 8y 1 B5 035 033 0ME &7 432 105
% 156 1.4 i [EIALT U A 2 2 Y I .

C14. Dados correspondentes a Figura 5.27 (infec¢do em Meio 50%).
Tempo em horas (t), densidade celular x 10° cel/mL (c), concentragio de glicose e
maltose em g/L (gli e ma/m).

) | clfY) | co[Y] | clOfY) | I[Y) | ¥A[Y) | VIOY) | mal[Y) ‘ ma(Y] | mi0fY) | gty | glis[Y) | glilOfy)
0 16 13 2 100 52 % 040 048 0466 55 b
A 143 156 1,286 ] 8 %7 038 0312 0389 508 - 5]
i 13 1M 18 £k 9 87 02n 022 0262 356 476 5,09
i 164 15 188 833 9 %3 018y 0172 0043 336 448 435
%6 1,675 1,4} 1,95 i} i 63 0121 0104 0] 18 44 ]




C15. Dados correspondentes a Figura 5.28 A (1) € 5.28 B (2):
Tempo em horas (t), concentracdo de aminoacidos em g/L (ala, cis, ser, glu, gln, asp).
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W | oot) | st | set) | g | oy | aspt) | ol | cisa) | serd) | gl | g | aspa)
005 006 045 1R 165 07 0 000 03 108 2 13w
M0E LG 03 1M L 0RO 0ps 0% 1m 1m 1n
B0 o4 03 U 1% os 06 0 03 1@ 1 17
N X A T T R A Y.
%08 004 02 L0 L7 o4 08 0 005 058 08T 0




