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RESUMO

O Fator Estimulador de Colbnias de Granuldcitos (G-CSF) é um fator de crescimento
hematopoiético cuja funcdo é estimular a proliferacéo, diferenciacdo e ativacdo de
células precursoras de neutrofilos da medula 6ssea. E caracterizado como uma
proteina de massa molecular de 18,8 KDa, constituida de 175 residuos de
aminoacidos. A proteina é estabilizada por duas pontes dissulfeto intramoleculares
nas posicoes Cys®®- Cys*? e Cys®)-Cys™ e apresenta um residuo de Cisteina
(Cys) livre na posicdo 17. O hrG-CSF (Filgrastima) foi aprovado em 1991 pelo FDA
para tratamento de neutropenia induzida por quimioterapia. Atualmente tem sido
utilizado para tratamento de neutropenia oriunda de outras doencas como AIDS e
Leucemia, com o objetivo de diminuir infec¢cdes oportunistas. O primeiro biofarmaco
recombinante do G-CSF foi produzido em Escherichia coli em 1986 pela empresa
AMGEN, e teve sua patente expirada em 2006, tornando-se alvo de producao de
biossimilares pelas industrias farmacéuticas. Visto que o Brasil € um importador
deste biofarmaco, o que leva a gastos elevados para o Sistema Unico de Saude, o
objetivo do trabalho foi desenvolver uma tecnologia de producdo, com custos
reduzidos, em ambito nacional. Para tanto, a regido codificadora da proteina foi
sintetizado utilizando-se codons preferenciais para E. coli e clonado em vetor de
expressdo pET28a+ por empresa especializada. Foram realizados testes de
expressao utilizando-se a cepa BL21(DE3), onde a proteina foi expressa em corpos
de inclusdo e a melhor condigéo estabelecida foi utilizando-se o meio LB contendo
Canamicina 30 ug.mL™, a 37 °C com agitacéo de 200 rpm por 4 horas. Na tentativa
de solubilizar os corpos de inclusdo e purificar a proteina, alguns protocolos foram
testados, e neste trabalho foi desenvolvido um método inovador para lavagem e
solubilizagdo com solvente especifico. A proteina foi purificada utilizando-se também
um processo inovador, em apenas uma etapa. A identidade da proteina foi
confirmada por western-blot e espectrometria de massa, e sua atividade foi
confirmada por ensaio biolégico in vivo, com diferentes concentra¢cdes do hrG-CSF
purificado utilizado o medicamento comercial como referéncia. Neste trabalho foi
estabelecido um processo simples e de baixo custo para producédo e purificacdo de
G-CSF humano recombinante ativo em células de E. coli, de extrema importancia
para o desenvolvimento da metodologia adequada visando o escalonamento para e
producao do biossimilar em escala industrial.

Palavras Chave: Biofarmacos, Biossimilares, hrG-CSF, proteinas recombinantes,

Escherichia coli, Medicamentos Excepcionais, Sistema Unico de Sade.



ABSTRACT

The human recombinant Granulocyte Colony-Stimulating Factor (hrG-CSF) is a
hematopoietic growth factor whose function is to stimulate the proliferation,
differentiation and activation of neutrophil precursor cells from bone marrow. It is
characterized as a 18.8 kDa molecular mass protein composed of 175 amino acid
residues. The protein is stabilized by two intramolecular disulfide bonds at Cys (36) -
Cys (42) and Cys (64)-Cys (74) positions, with free Cysteine residue (Cys) at position
17. The hrG-CSF (Filgrastim) was approved by the FDA in 1991 for neutropenia
treatment induced by chemotherapy. Actually it has been used to treat neutropenia
arising from other diseases such as AIDS and leukemia, with the aim of reducing
opportunistic infections. The first recombinant G-CSF biopharmaceutical of was
produced in Escherichia coli in 1986 by the AMGEN company, which patent was
expired in 2006, starting the production of filgrastim biosimilars by pharmaceutical
companies. Since Brazil is an importer of biopharmaceuticals, which leads to high
spending for the National Health System, the study aimed to develop a production
technology with reduced costs, nationally. Therefore, the protein coding region was
synthesized using E. coli preferential codons and cloned into the expression vector
pET28a by a specialized company. Expression tests were performed using BL21
(DE3) strain. The protein was produced as inclusion bodies. The best expression
condition was established using LB medium containing 30 pg.mL™ of Kanamycin at
37 °C, 200 rpm for 4 hours. Aiming to solubilize the inclusion bodies and purifyirg the
protein, some protocols were tested, and a novel method for washing and
solubilization of includion bodies with specific solvent was developed. The protein
was purified also with an innovative process, on just one step. The protein identity
was confirmed by Western blot and mass spectrometry, and its activity was
confirmed by in vivo bioassay with different concentrations of purified recombinant
HRG-CSF using commercial drug as reference. In this study, we established a simple
and low cost process for production and purification of recombinant active G-CSF in
E. coli cells, extremely important for the development of an appropriate methodology
for production on industrial scale biosimilar drug.

Keywords: Biopharmaceuticals, Biosimilars, hrG-CSF, recombinant proteins,
Escherichia coli, Exceptional Medicines, Unified Health System
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1- INTRODUCAO

1.1 - Fator Estimulador de Colénias de Granulocitos humano (hG-CSF)

O Sistema Imune (SI) é responséavel pela homeostase do organismo, através
de processos mediados por células e moléculas, que resultam na protecdo contra
particulas estranhas, sejam estas patogénicas ou ndo (ABBAS et al., 2000; BIGAS e
ESPINOSA, 2012). O corpo humano produz milhdes de novas células sanguineas
diariamente para substituir células em processos biol6gicos normais ou em traumas
e patologias (WEISSMAN, 2000; HOFER et al., 2012). Essa producdo ocorre pelo
processo denominado hematopoiese que € responsavel pela producdo e maturacao
de células sanguineas a partir de células-tronco pluripotentes comuns da medula
0ssea (LEMISCHKA, 2001; HUANG et al., 2007). As células-tronco pluripotentes sao
definidas por sua funcao de reconstituir a hematopoiese, devido a capacidade de se
dividirem e darem origem a uma nova célula-tronco (auto-regeneracéo), e células
precursoras, denominadas Unidades Formadoras de Colonias (CFU — colony-
forming units), as quais se caracterizam pela perda do potencial de auto-
regeneracao e pelo comprometimento com uma via de diferenciacdo especifica, tais
como linfécitos T e B, mondcitos, granuldcitos e plaquetas, como representado na
figura 1 (AKASHI, 2000; NATHAN, 2006 e BORREGAARD, 2010).

A existéncia de combinacdes especificas de algumas linhagens faz com que o
comprometimento da célula com uma unica linhagem ocorra segundo uma ordem
especifica. O primeiro estagio ocorre a partir de progenitores intermediarios, como
os progenitores linféides comuns (PLC) e progenitores mieléides comuns (PMC). Em
seguida ocorre a geracao de células especificas onde, através dos PLC sao geradas
as células B, células T e células NK (Natural Killer) e, através dos PMC séo geradas
as células vermelhas, plaquetas, granuldcitos e mondcitos, com o controle realizado
por citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (figura 1) (ZHU e EMRSON,
2002; SMITH, 2003; BIGAS et al., 2012; HOFER et al., 2012).

Os fatores de crescimento hematopoiéticos sdo proteinas de baixa massa
molecular, que regulam a manutencdo, proliferacdo e diferenciacdo de células

progenitoras sanguineas. Dentre os principais fatores de crescimento esta o Fator



Estimulador de Colénias de Granuldcitos, mais especificamente de neutrdfilos (G-
CSF - granulocyte colony stimulating factor) (KAUSHANSKY, 2006).

Os neutréfilos sdo células fagocitarias caracterizadas por um nucleo lobular
segmentado e granulos citoplasmaticos preenchidos de enzimas de degradacao.
Representam 70% do total de células presentes na circulagdo sanguinea e sao os
principais tipos de células mediadoras de respostas inflamatérias agudas as
infeccbes bacterianas e outros patégenos (BORREGAARD, 2010). Os neutrofilos
sao produzidos a partir da linhagem celular mieléide onde o G-CSF € responsavel
pela conversdo de uma célula formadora de granulécitos em granulécitos

verdadeiros, mais especificamente neutréfilos (figura 1) (NATHAN, 2006).
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Figura 1. Esquema representativo do processo de hematopoiese. Adaptado de SMITH, 2003

1.1.1 - Aplicagéo Terapéutica

O G-CSF é um fator de crescimento hematopoiético, produzido por
monaocitos, macrofagos, células endoteliais e fibroblastos (SMITH, 2003). Este
representa um dos principais componentes envolvidos na estratégia de defesa do Sl,
ja que seu papel é estimular a proliferacdo, diferenciacdo e ativagdo dos granuldcitos
polimorfonucleares (neutréfilos) (BARREDA et al., 2004; PANOPOULOS e



WATOWICH, 2008). Quando a contagem normal destas células esta diminuida, o
quadro é caracterizado como neutropenia, sendo que para um adulto em condi¢des
normais estes valores s&o de aproximadamente 1500 a 7000/mm? (1,5 — 7,0 x 10%/L)
(CORR e RODOK, 2001; NATHAN, 2006). A neutropenia associada a infeccoes € a
maior causa de morbimortalidade em pacientes em tratamento quimioterapico e em
pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (HARTUNG et al.,
1998; NATHAN, 2006). A partir disto, em 1991 o U.S. Food and Drug Administration
(FDA), aprovou a utilizacdo do biofarmaco Fator Estimulador de Colbnias de
Granuldcitos humano recombinante (hrG-CSF), intitulado genericamente de
Filgrastima, para tratamento de neutropenia em diversas patologias, principalmente
oriunda da SIDA ou quimioterapia, visando a diminuicdo de infeccdes oportunistas,
tanto em adultos, quanto em criancas, onde a dose utilizada é de 300 ug ao dia,
durante um periodo de 5 a 7 dias de tratamento, dependendo da etiologia da
neutropenia (GARCIA-CARBONERO et al., 2001).

O G-CSF possui também outras atividades, como mobilizacdo de células-
tronco hematopoiéticas da medula 6ssea para a circulacdo e modulacdo da resposta
inflamatoéria através da reducdo da liberacdo de citocinas proé-inflamatérias por
mondcitos e macrofagos ativados (PANOPOULOS e WATOWICH, 2008). Além
disso, varios estudos tém sido realizados para demonstrar e avaliar a atividade do
biofarmaco em diversas situacfes, como Leucemia Mieléide Aguda (LMA) e melhora
da funcéo cardiaca, ja que demonstrou ser uma proteina terapéutica na melhora da
funcdo cardiaca e reducao da taxa de mortalidade apés infarto agudo do miocéardio
em camundongos (HARADA, 2005).

No Brasil, a portaria n° 862 define as seguintes condi¢cdes patologicas para a
utilizacdo do G-CSF, (BRASIL, 2002a):

» Mobilizacdo de células progenitoras para transplante de medula éssea;
= Neutropenia associada ao Transplante de Medula Ossea;

» Neutropenia induzida por quimioterapia;

= Neutropenia Crbnica Grave,

= AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) com neutropenia;

» Anemia aplasica grave em terapia com tripla imunossupressao;

» Mielodisplasia com neutropenia grave e infeccao de repeticéo.



1.1.2 - Sinalizac&o Molecular

Os efeitos do G-CSF sdo mediados via ativacdo de receptores enzimaticos
homodimeros do tipo tirosina-quinase, associados a uma classe de proteinas
citoplasmaticas denominadas JAKs (Janus Kinases - JAK1, JAK2, TYK2). Tais
receptores JAKs possuem dominio de ligacdo para proteinas citoplasméaticas
reguladoras da expressdo génica, denominadas STATs (Signal Transducers and
Activators of Transcription). Em mamiferos, os receptores JAK/STAT séo os principais
responsaveis pelo mecanismo de sinalizagdo de citocinas e fatores de crescimento,
como o0 G-CSF (WARD et al., 2000; TOUW e VAN DE GEIJN, 2007). A ativacao destes
receptores pelo G-CSF estimula a proliferacdo e diferenciacdo de colbnias de
granulécitos, mais especificamente neutréfilos (TOUW e VAN DE GEIJN, 2007).

Os receptores JAK/STAT possuem um dominio de ligagdo especifico ao ligante
na superficie extracelular, conhecidas como subunidades a. As subunidades B sé&o
compostas por um dominio transmembrana, um sitio de ligacdo para as proteinas JAKs
e um sitio de fosforilacdo que catalisa a fosforilagdo dependente de ATP de proteinas-
alvo em residuos de tirosina especificos (figura 2) (NELSON e COX, 2002; ALBERTS,
2002; O'SULLIVAN et al., 2007).
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Figura 2: Receptor tirosina-quinase JAK/STAT do G-CSF. Representando duas subunidades a
localizadas no espaco extracelular, sendo o dominio de ligacdo do G-CSF; duas subunidades
transmembrana com sua porcdo carboxiterminal localizada no espago intracelular, contendo a
atividade da proteina quinase que se autofosforila e que também transfere um grupo fosforil do ATP
para o grupo hidroxila dos residuos de tirosina em proteinas alvo. Adaptado de WARD et al., 2000;
NELSON E COX, 2002; ALBERTS, 2002; O"SULLIVAN et al., 2007.



A via de sinalizacao inicia-se com a ligagédo do G-CSF na subunidade a, o que
ocasiona a dimerizacdo dos homodimeros (figura 3A). Com isso, ocorre a
aproximacdo das JAKs, ocorrendo entdo uma transfosforilagdo, aumentado a
atividade de seus dominios de tirosina-quinase. As JAKs entdo fosforilam as
tirosinas do receptor criando assim sitios de ancoragem para as proteinas
reguladoras citoplasmaticas, as STATs (figura 3B) (RAWLINGS et al., 2001,
O SULLIVAN et al., 2007).

Em mamiferos, sdo conhecidas pelo menos cinco STATs (STAT 1, STAT 2,
STAT 3, STAT 4, STAT 5), que possuem o dominio SH2 que realiza duas funcées. A
primeira consiste na mediacdo da ligacdo da proteina STAT a um sitio de
ancoragem de fosfotirosina em um receptor ativado, e a segunda consiste na
mediacao, pelo dominio SH2 da STAT livre, da ligacdo desta a uma fosfotirosina de
outra STAT formando um dimero de STAT, o qual se desloca para o0 nucleo
estimulando a transcricdo de genes controlados por esta via de transdugao (figuras
3C, 3D e 3E), que vai regular a proliferacdo e a diferenciacdo de células
progenitoras sanguineas (WILLIAMS, 2000; RAWLINGS et al., 2001; TOUW e VAN
DE GEIJN, 2007).
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Figura 3: Rota de sinalizacao da ligacdo do G-CSF ao receptor especifico. A - Aproximacao das
cadeias 3 ap6s a ligagdo do G-CSF ao receptor e autofosforilacdo das JAKS; B - Fosforilagdo dos
residuos de Tyr pelas JAKs; C - Ligacdo das STATs ao receptor através do dominio SH2; D -
Formacdo de dimeros das STATs; E — Direcionamento dos dimeros ao nucleo estimulando a
transcricdo do gene especifico. Adaptado de WARD et al., 2000; NELSON E COX, 2002; ALBERTS,
2002; O'SULLIVAN et al., 2007.



1.1.3 - Caracterizagao molecular

O G-CSF humano (hG-CSF) é uma proteina composta por 174 residuos de
aminoacidos, possui 5 residuos de aminoacidos do tipo cisteina (Cys), sendo
estabilizada por duas pontes dissulfeto intramoleculares nas posicdes Cys®®- Cys“?
e Cys®)-Cys'", com um residuo de Cisteina (Cys) livre na posicéo 17. Além disso a
proteina secretada pelas células de mamiferos sofre glicosilacdo, o que confere uma
massa molecular aproximada de 19,6 KDa (HILL et al, 1993; AHMED et al., 2010).

O G-CSF humano recombinante (hrG-CSF) pode ser produzido tanto em
células procaritticas (Escherichia coli), quanto em cultura de células eucarioticas
(mamiferos e leveduras). Quando produzida em cultura de células de mamiferos &
denominado de Lenograstima e apresenta modificacbes pos-traducionais,
glicosilacdo e formagédo das pontes dissulfeto, da mesma forma que o hG-CSF
(HOGLUND, 1998). Quando produzida em E. coli, a proteina apresenta a mesma
sequéncia de residuos aminoacidos do hG-CSF, com excecdo das glicosilacdes e
adicdo de um residuo de metionina extra na extremidade N-terminal, o que confere a
proteina recombinante uma sequencia de 175 aminoacidos, com massa molecular
aproximada de 18,8 KDa (figura 4) (HILL et al, 1993; AHMED et al., 201). Tal fato
da-se, pois a proteina humana possui um peptideo sinal de secre¢cdo, que é
removido da sequencia polipeptidica do hrG-CSF para o processamento em E. coli.
Como a bactéria ndo reconhece o peptideo sinal de células humanas, a referida
sequéncia nucleotidica codificadora do peptideo sinal € removida e, para permitir a
traducdo do mRNA produzido pela bactéria, € adicionado um cdédon iniciador da
traducdo que insere a metionina. E importante ressaltar que, tais caracteristicas néo
interferem na atividade biolégica da proteina recombinante (HILL et al, 1993;
HOGLUND, 1998; VARKI et al, 2009; AHMED et al., 2010).
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Figura 4: Estrutura priméria do hrG-CSF. Representagéo da sequéncia de residuos de aminoacidos
e as pontes dissulfeto (—-S—S-) do hrG-CSF. Adaptado de AHMED et al., 2010.

A estrutura tridimensional (figura 5) € composta por quatro hélices A, B, C e
D, conectadas com loops entre a primeira e a segunda hélice e entre a terceira e a
quarta hélice. A hélice A forma-se entre os residuos 11-39, a B entre 71-91, a C
entre 100-123 e a D entre 143-172 (ZINK et al, 1994).

Figura 5: Estrutura tridimensional do hG-CSF. Adaptado de Hill et al., 1993. Disponivel no PDB
1RHG.



1.2 - Biofarmacos e Biossimilares

O termo biofarmaco foi utlizado pela primeira vez na década de 80,
descrevendo uma classe de proteinas terapéuticas produzidas por técnicas
biotecnolégicas modernas, envolvendo clonagem de genes e expressdo em
sistemas heter6logos (WALSH, 2002). Ao contrario das moléculas dos
medicamentos tradicionais, 0os biofarmacos constituem uma classe distinta, devido a
sua natureza mais complexa, ja que, além de serem moléculas com maior massa
molecular e estrutura espacial mais complexa, em geral proteinas, sdo produzidas
em sistemas heterdlogos tais como bactérias, leveduras, células animais ou vegetais
em cultura, o que pode levar alteracées no produto final (RADER, 2008). No inicio
dos anos 80, o FDA aprovou a insulina humana recombinante produzida em
Escherichia coli para o tratamento de diabetes, tornando-se assim a primeira
proteina recombinante a entrar no mercado (FDA, 1982). A partir dai, surgiram
outros biofarmacos como a Eritropoetina - hrEpo (1983), o Interferon - B1b - hrINF-
B1b (1993), o Horménio do crescimento - hrGH (1985) e o hrG-CSF (1986) entre
varios outros que sdo produzidos atualmente para uso terapéutico (MELLSTEDT, et
al., 2008).

Apbs a expiracdo das patentes que protegem estes medicamentos, surge
entdo, uma segunda classe, denominada biossimilares (WALSH, 2003). Os
biossimilares sdo produtos biolégicos semelhantes, mas nao idénticos aos
biofarmacos originais, entretanto, apresentam a mesma atividade biol6ogica
(CROMMELIN, 2005). N&do sédo considerados medicamentos genéricos, visto que
suas caracteristicas moleculares estdo intimamente relacionadas com o processo de
producdo, ou seja, podem ocorrer alteracdes na estrutura da proteina que nao
comprometem a sua atividade biolégica, como é o do hrG-CSF (CROMMELIN, 2005;
ROGER, 2006). Atualmente varios biofdrmacos tiveram suas patentes expiradas,
abrindo assim, caminhos para o mercado biofarmacéutico, visando a producéo de
biossimilares como uma alternativa de reduzir os custos de producédo, tornando-os
mais acessiveis (tabela 1) (PISANI e BONDUELLE, 2012). O hrG-CSF foi produzido
e patenteado em 1989 (Patente US 4,810,643), pela empresa AMGEN, com o
produto intitulado Neupogen® sob nome genérico de Filgrastima, e sua patente
expirou no ano de 2006 (SOUZA, 1989; PISANI e BONDUELLE, 2012).



Tabela 1: Alguns biofarmacos com patentes expiradas.

Produto Composto Ativo Empresa Expiragao
Humulina® Insulina Humana Eli Lilly 2001
Novolina® Insulina Humana Novo Nordisk 2001
Intron - A® Interferon - a2b Schering - Plogh 2002
Avonex® Interferon - Bla Biogen ldec 2003

Epogen® Eritropoietina Amgen 2004
Neupogen® Filgrastima Amgen 2006

Adaptado de PISANI e BONDUELLE, 2012.

1.3 - Producao de biofarmacos em Escherichia coli

A producdo de biofarmacos trata-se de um processo que divide-se
basicamente em duas fases: upstream e downstream (figura 6). A fase upstream
esti relacionada com o desenvolvimento do clone recombinante, onde sera
escolhido e desenhado o vetor no qual sera introduzido o gene que codifica a
proteina de interesse, bem como o sistema de expressao adequado para este vetor
(KLEINBERG e MOSDELL, 2004; WALSH, 2010). A fase downstream é fase de
processamento do produto a partir de uma cultura de células, onde sera realizado
isolamento, purificacdo e a avaliacdo da atividade bioldgica da proteina de interesse
(KLEINBERG e MOSDELL, 2004; MELLSTEDT, et al., 2008).

Como ja demonstrado, para a producdo de um biofarmaco faz-se necessario
um sistema de expressdo da proteina recombinante. Podem ser produzidos em
células procarioticas (bactéria) ou em células eucariéticas (mamiferos, levedura e
plantas) (KLEINBERG e MOSDELL, 2004). Dentre os diferentes tipos de sistema de
expressdo esta a Escherichia coli, caracterizado como um dos sistemas de
expressdo mais utilizados na engenharia genética e na producdo de proteinas
heterélogas para fins terapéuticos, quando se trata de proteinas que nao exigem
modificacdes pds-traducionais para exibir sua respectiva atividade biologica
(MELLSTEDT, et al., 2008; WALSH, 2010). Tal fato da-se pelas vantagens que ela
oferece, pois fornece altos niveis de expressdo de proteinas recombinantes,

crescem em meio de cultivo de baixo custo, possuem acumulo rapido de biomassa e
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permitem processo de escalonamento simplificado (WALSH, 2010). Entretanto,
apesar de todo conhecimento acumulado sobre o sistema de expresséao de E. coli,
ndo ha garantias de que a expressdo de uma determinada proteina sera bem
sucedida quanto a preservacao da atividade bioldgica, ja que esta possui algumas
limitacbes em seu sistema, como a incapacidade de realizar modificacbes pods-
traducionais comuns em eucariotos e auséncia de um eficiente sistema de secrecéo
para a liberacdo da proteina recombinante para o meio de cultura no caso do hrG-
CSF (DUILIO et al., 2004).
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Figura 6: Etapas do processo de producdo de biofarmacos. Adaptado de MELLSTEDT, et al.,
2008.

Ao se utilizar E. coli como sistema de expressao de proteinas recombinantes,
pode ocorrer o acumulo das proteinas na forma de agregados insollveis,
denominados corpos de incluséo (Inclusion bodies - IB’s), os quais podem levar a
uma dificuldade do dobramento normal da proteina, tornando-a inativa e fazendo-se
necessarias etapas adicionais de solubilizacdo com agentes desnaturantes e
refolding das proteinas (VILLAVERDE e CARRIO, 2003). Contudo, estudos

mostraram que os IB’s ndo sdo formados somente por proteinas inativas, visto que
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em 2005, Jevsevar e cols., demonstraram que varias proteinas, inclusive o hrG-CSF
sao expressas em forma de IB’s com atividade biologica (JEVSEVAR et al., 2005;
DE GROOT e VENTURA, 2006a; PETERNEL et al., 2008, PETERNEL et al., 2009;).

Por muito tempo, os IB’s foram vistos como um aspecto negativo, fato este
gue pode ser confirmado pelas diversas tentativas de reduzir a sua formacéo. Tais
tentativas estdo relacionados com a forca do promotor, estabilidade do mRNA,
condicdes de temperatura, entre outros (MARTINEZ-ALONSO, et al., 2009;
GARCIA-FRUITOS, et al., 2012). Todavia, estudos vém demonstrando também
controvérsias no que diz respeito as vantagens da expressdo em IB’s (JEONG,
2001; MARTINEZ-ALONSO, et al.,, 2009; GARCIA-FRUITOS, 2010; GARCIA-
FRUITOS, et al., 2012):

» Facilidade de remocdo da mistura proteica celular por uma simples
centrifugacao;

» Reducao no volume de processo downstream;

= Alto rendimento de expresséo;

» Quantidade reduzida de contaminantes, o que facilita a etapa posterior de
purificacéo;

» Protecao contra degradacao por proteases.

A clonagem molecular e expressdo do gene do G-CSF humano foram
descritas pela primeira vez em 1986, utilizando como sistema de expressao
Escherichia coli sendo a proteina expressa em IB’s (NAGATA et al., 1986; SOUZA
et al., 1986)

1.4 - Biofarmacos e Sistema Unico de Salde

Os produtos desenvolvidos por engenharia genética sdo em geral onerosos,
pois estdo sob controle de patentes e dominio de mercado por grandes empresas de
biotecnologia, refletindo no valor final do biofarmaco, o que torna dificil o acesso dos
pacientes por estes medicamentos (SATAGINNUS, 2006). Exemplo disto esta
representado na figura 7, onde, para comprar uma pequena variedade de
biofarmacos, o Ministério da Saude gastou cerca de 30% do total dos gastos em
medicamentos no ano de 2010 (JUNIOR, 2011).
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Figura 7: Quantidade de biofarmacos e o valor referente, gasto pelo Ministério da Sadde no
ano 2010. Retirado de JUNIOR, 2011.

Neste contexto, sendo o0 acesso a medicamentos uma condi¢cdo essencial
para uma adequada politica assistencial e um direito fundamental do ser humano
sob responsabilidade do Estado, em 1990 foi criado no Brasil, o Sistema Unico de
Saude (SUS) (BRASIL, 1990). O SUS foi criado pela Lei n° 8.080, onde foi definido
como o conjunto de agBes e servicos de saude, prestados por 6rgaos e instituicbes
publicas federais, estaduais e municipais, da administracao direta e indireta e das
fundacdes mantidas pelo Poder Publico (BRASIL, 1990) em prol da saude da
sociedade brasileira. Seu objetivo é o de reduzir o risco de doencas e de outros
agravos e assegurar a todos o0 acesso universal e igualitario a acdes e servicos para
a promocao, protecdo e recuperacao da saude (BRASIL, 1990). Apos a criacdo do
SUS houve mudancas e atualizacdes, para que através da assisténcia farmacéutica
0 acesso da populacdo a medicamentos fosse cada vez maior, com seguranca,
qualidade, eficacia e com o menor custo possivel (BRASIL, 1998).

Os biofarmacos, por serem produtos de alto valor unitério, sao classificados
como Medicamentos Excepcionais. O termo foi utilizado pela primeira vez em 1982,
por meio da Portaria Interministerial n® 3 MPAS/MS/MEC, a qual estabelecia como
medicamento excepcional todo e qualquer tipo de medicamento que ndo estivesse
na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) (BRASIL, 1982).
Portanto, em 1993, mesmo sem atualizacdo conceitual, foi criada a primeira lista de
medicamentos excepcionais, onde constavam somente a ciclosporina e eritropoetina
humana, indicados para tratamento dos pacientes transplantados e portadores de

doencas renais cronicas, respectivamente (BRASIL, 1993). A partir de entdo foram
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realizadas vérias atualizac¢des, inclusdes e exclusdes, onde em 1995 a lista constava
de 18 medicamentos (BRASIL, 1995). Foi ampliada para 32 farmacos, com 55
apresentacoes farmacéuticas distintas em 1996, a partir da Portaria SAS n° 204, na
qual ja estava inclusa a Filgrastima (BRASIL, 1996). Em 1997, seguindo a mesma
l6gica, a Portaria SAS/MS n°® 17, de 22 de janeiro de 1997 padronizou o0s
medicamentos Interferon- 1a (3.000.000Ul, injetavel) e Interferon-f 1b
(9.600.000UlI, injetavel) como imunomoduladores indicados para tratamento da
esclerose multipla (BRASIL, 1997).

Desde a criagdo do programa em 1993, ocorreram varias atualizages,
modificagdes inclusdes e exclusdes e, em sua Ultima atualizagdo em 2010, a lista de
medicamentos excepcionais contava com 314 apresentacfes e 147 farmacos
(BRASIL, 2002; BRASIL, 2006; BRASIL, 2007a; BRASIL 2008, BRASIL, 2009)
(tabela 2).

Tabela 2: Historico do elenco de medicamentos excepcionais desde 2002

2002 2005 2006 2007 2008 2010

M Farmacos ™ Apresentacoes

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2010a.

O marco importante para os medicamentos excepcionais foi em 2002, onde
através da Portaria GM/MS n° 1.318/2002, foi estabelecido um novo conjunto de
medicamentos excepcionais, 0S quais, para serem dispensados deveriam ser
levados em consideracdo critérios de diagnoéstico, indicacdo, tratamento, entre
outros parametros definidos nos Protocolos Clinicas e Diretrizes Terapéuticas
(PCDT), publicadas pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2002b). Além disso, foi



14

estabelecido um novo conceito para medicamentos excepcionais, pois 0 termo era
empregado pela Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos do MS
para relatar tratamento de doencas cronicas que atingiam um numero reduzido de
pessoas. Entretanto, existem patologias crbnicas, que, por possuirem alta
prevaléncia, ndo séo consideradas raras (BRASIL, 1998).

Na nova definigdo, os medicamentos excepcionais foram classificados como
“aqueles destinados ao tratamento de moléstias cronicas, de carater individual e cujo
custo é elevado, seja pela propria cronicidade, seja pelo elevado valor unitario da
substancia medicamentosa” (BRASIL, 2002b; BRASIL, 2002c). No ano de 2006, foi
criada pelo Ministério da Saude, a partir de uma revisdo da Portaria GM/MS n°
1.318/2002, a Portaria GM/MS n° 2577 que aprovou o Componente de
Medicamentos de Dispensacdo Excepcional, ou seja, € um Componente que, pelas
suas caracteristicas peculiares, € um conjunto de medicamentos cuja dispensacéo
deve ser considerada “excepcional” (BRASIL, 2006). Entretanto, no ano de 2009, por
meio da Portaria GM/MS n° 2.981, foi aprovado o Componente Especializado de
Assisténcia Farmacéutica (CEAF), como uma estratégia para acesso a
medicamentos, aprimorando e substituindo o Componente de Medicamentos de
Dispensagéo Excepcional (BRASIL, 2009b).

O financiamento federal para aquisicdo destes medicamentos, assim como de
todas as acdes e servicos de saude, esta atualmente regulamentado pela Portaria
GM n° 204 de 29 de janeiro de 2007, onde o bloco de financiamento de assisténcia
farmacéutica esta divido em trés componentes: basico, estratégico e medicamentos
de dispensacdo excepcional (BRASIL, 2007a) Para a aquisicdo de medicamentos
excepcionais, 0s recursos sao transferidos pelo Ministério da Saude aos Estados e
ao Distrito Federal através das suas respectivas as Secretarias de Saude (BRASIL,
2007a). No ano de 1995, quando eram fornecidos apenas dois medicamentos, foram
atendidos em torno de 7 mil pacientes, representando um gasto aproximado de R$
74 milhdes. J4 no ano de 1998, foram atendidos em torno de 36,2 mil pacientes com
gasto de R$ 164,8 milhdes, representado aumento ainda mais significativo nos anos
seguintes (MINISTERIO DA SAUDE, 2002; CARIAS et al., 2011). A partir de ent3o,
apesar da melhoria gerencial do programa, o controle de precos e a disputa de
mercado entre os laboratorios, os recursos financeiros empregados pelo Ministério

da Saude para financiamento exclusivo dos medicamentos do Componente de
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Medicamentos de Dispensacado Excepcional tém crescido de forma exponencial
(BRASIL, 2010a). E importante ressaltar que, somente no ano de 2008, 49% do
total de gastos com medicamentos excepcionais pelo SUS foi com medicamentos de
base biotecnologica, o que corresponde a aproximadamente R$ 1,1 bilhdo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009; CARIAS et al., 2011). No ano de 2010 os gastos
representaram cerca de R$ 2,6 bilhGes, representando um crescimento de
aproximadamente 130%, quando comparado ao ano de 2008 (figura 8) (BRASIL,
2010a).

Valor (RS)
3.000.000.000,00

2.500.000.000,00
2.630.000.000.00

2.307.084.000,00
1.958.332.708.00

2.650.000.000.00
2.000.000.000,00

1.500.000.000,00
1.355.000.000.00

1.147.422.000.00

1.000.000.000,00
813.833.000.00

Figura 8: Evolucéo dos gastos do Ministério da Saide com Medicamentos de Dispensacéo
Excepcional do ano de 2003 a 2010. Retirado de BRASIL, 2010a.

Os gastos elevados se devem em grande parte ao fato de o Brasil ser um
grande importador de biofarmacos. Para reduzir a dependéncia externa é de
interesse estratégico para o pais o desenvolvimento de uma industria nacional de
biofarmacos (FARDELONE, BRANCHI, 2006). Com grande potencial de
desenvolvimento, a industria brasileira de saude foi beneficiada também como setor
estratégico da Politica Industrial, Tecnolégica e de Comércio Exterior (PITCE), criado
em 2003, com o intuito de aumentar o grau de inovacéo da industria, particularmente
através do aumento das atividades de Pesquisa e Desenvolvimento (LOBATO,
2012). Houve também o Decreto n°® 6.041, de 8 de fevereiro de 2007, a partir do qual
foi instituida pelo governo federal a Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia e

criagdo do Comité Nacional de Biotecnologia para estimular a geragéo e controle de
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tecnologias e a consequente producdo nacional de produtos estratégicos na area de
saude humana (BRASIL, 2007b). O objetivo foi posicionar competitivamente a
bioindustria brasileira ha comunidade biotecnologica internacional, com potencial
para gerar novos negoécios, expandir exportacdes, integrar-se a cadeia de valor e
estimular novas demandas por produtos e processos inovadores, levando-se em
consideracao as politicas de saude (BRASIL, 2007b).

Para que todos os incentivos fossem validos foram estabelecidas uma série
de acbes, que vao desde novas leis de incentivo fiscais, da melhoria da relacdo
publico-privado, do aumento substancial do crédito em condi¢gBes favorecidas para
atividades inovadoras nas empresas, do aumento de bolsas de pesquisa entre
outros (SALERNO e DAHER, 2006). Dentre estes, foi criada, em 2008 uma lista de
produtos estratégicos no ambito do SUS, para facilitar o processo citado, na qual se
encontra a Filgrastima (BRASIL, 2008).

1.5 - Mercado Biofarmacéutico

A industria farmacéutica mundial até o ano de 2006 investiu de 50 a 60
bilhdes de ddlares no mercado biofarmacéutico. As vendas neste setor do ano de
2000 a 2005 aumentaram anualmente, onde somente os anos de 2003 e 2004
representaram lucros de US$ 41,3 e US$ 60,7 bilhdes de dolares, respectivamente,
observando as maiores vendas no ano de 2005 com US$ 70,8 bilhdes de délares
(FARDELONI E BRANCHI, 2006; PISANI e BONDUELLE, 2012). Ja no ano de 2010
as vendas representaram cerca de US$ 700 bilh8es, dos quais US$ 130 bilhdes
foram produtos de base biotecnoldgica (18,4%), nUmeros que Sao previstos para

aumentarem até 2016, representando aproximadamente 21% das vendas (figura 9).
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Figura 9: Representacdo grafica do aumento das vendas de medicamentos de base
biotecnoldgica de 2002 a 2011 e perspectivas até 2016. Retirado de REIS, LANDIM, PIERONI,
2011.

Dentre as principais empresas biofarmacéuticas mundiais encontra-se a
Amgen que no ano de 2005 teve um faturamento de US$ 583 milhdes de vendas
com medicamentos relacionados a quimioterapia, como a Filgrastima. Apds a
expiracdo da patente deste biofarmaco em 2006 as vendas foram ainda maiores,
representando US$ 1.216 milhées (PISANI e BONDUELLE, 2012; RICHE, 2012;
JARVIS, 2006). A indastria farmacéutica brasileira tem investido de maneira timida
em ciéncia, tecnologia e inovacdo, como a biotecnologia. As empresas que lideram
este setor sdo empresas de grande porte e que atuam de forma globalizada, sendo
a lideranca o resultado de pesquisas com classes farmacéuticas mais complexas e
gue exigem tecnologias mais avancadas a exemplo da Filgrastima (REIS, LANDIM,
PIERONI, 2011; REIS, PIERONI, SOUZA, 2009).

Com a expiracdo das patentes dos biofarmacos originais, o mercado torna-se
expressivo para a producao dos biossimilares, abrindo espaco para a formacao de
novas equipes, “novos” produtos e novas empresas (REIS, PIERONI, SOUZA,
2009). Pode também ser um marco inicial para um novo seguimento da industria
farmacéutica, como ocorreu com 0s medicamentos genéricos, 0S quais permitiram
gque as empresas hacionais conseguissem captar oportunidades, adquirindo

competéncia na formulacdo e registro de produtos de sintese quimica e ganhando
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participacdo de mercado (REIS, LANDIM, PIERONI, 2011; REIS, PIERONI, SOUZA,
2009).

A criacdo de industrias biotecnolégicas em saude € estratégica sob varios
pontos de vista. Para as empresas farmacéuticas nacionais, agrega competéncias
para inovagao e representa uma porta para a entrada em um mercado com elevado
potencial de crescimento (REIS, PIERONI, SOUZA, 2009; REIS, LANDIM, PIERONI,
2011). Para o Pais, significa a possibilidade de producao de maior valor em um setor
de alta complexidade tecnologica, com efeitos positivos em termos de
competitividade, desenvolvimento industrial e outros efeitos indiretos. Além disso,
agrega-se ainda o beneficiamento da populagéo, onde o forte peso dos gastos com
produtos biolégicos entre as compras diretas do Ministério da Saude seria diminuido,
promovendo maior acesso da populagédo a saude (REIS, PIERONI, SOUZA, 2009).

Assim, o governo tem tomado medidas para promover o desenvolvimento da
biotecnologia relacionada a saude no Brasil. Como exemplo podemos citar em
primeiro lugar a nova Lei de Compras Publicas (Lei n° 12.349/2010), que altera a Lei
8.666/93, e estabelece margem de preferéncia diferenciada em licitagdes publicas
para produtos produzidos ou desenvolvidos no Brasil (BRASIL, 2010b). H& também
a Portaria n° 1.284 de 2010, que apresenta a lista atualizada de produtos prioritarios
para o SUS, onde estdo inclusos medicamentos de alto valor social, econdémico e
tecnolégico (BRASIL, 2010c). E, por ultimo e muito importante o aumento dos
investimentos pelo governo federal e alguns estaduais no setor da biotecnologia. Os
investimentos em biossimilares aumentam anualmente.

Em Fevereiro de 2007 o Ministério da Saude concedeu a Fiocruz R$ 30
milhdes do Fundo Tecnoldgico do Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico e
Social (Funtec/BNDES) para desenvolvimento de vacinas virais e bacterianas,
biossimilares e reativos para diagnostico. Teve também um grande apoio
governamental o futuro Centro Integrado de Prototipos, Biofarmacos e Reativos para
Diagnostico (CIPBR) de Biomanguinhos, contribuindo para diminuicdo da
dependéncia externa (ALMEIDA, 2007; LOBATO, 2009). As obras iniciaram-se no
ano de 2007, sendo o investimento por parte do Ministério da Saude de R$ 17
milhdes do total de R$ 106 milhdes necessarios, que virdo de outras fontes publicas
ou privadas (ALMEIDA, 2007). No Ano de 2008, pesquisadores da UFRJ em

parceria com Empresa Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia (Hemobras),
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com investimento de R$ 7,9 milhdes do BNDES visaram a producdo de 3
biossimilares, dentre eles a Filgrastima (ROMERO, 2012). No entanto, até o
momento ndo existem dados da producéo de biofarmacos.

N&o existem estatisticas especificas em relacdo ao mercado biofarmacéutico
brasileiro. Entretanto, como o mercado de medicamentos biolégicos no Brasil é
majoritariamente publico, a demanda desses produtos estd muito concentrada no
SUS, em funcéo de muitos dos biologicos serem objeto de programas especificos do
Ministério da Saude, ter alto custo ou serem ligados a procedimentos hospitalares,
como j& explicitados anteriormente na figura 9 (BRASIL, 2010a). Além da demanda
das compras pelo Ministério da Saude, € importante ressaltar também as
exportacdes de biofarmacos, visto que, mesmo com todos 0s incentivos existentes
até agora existe uma baixa producdo nacional destes medicamentos, onde a

demanda é suprida por importagfes (figura 10) (REIS et al., 2011).
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Figura 10: Demonstrativo do crescente indice de importac@es de biofarmacos pelo Brasil do
ano de 1998 a 2010. Retirado de REIS, LANDIM, PIERONI, 2011.

Em se tratando de hrG-CSF, um estudo de viabilidade técnico-econdémica da
implantagéo da producédo deste biossimilar no Brasil, demonstrou que este pode ser
produzido com custos reduzidos em até 90% dos valores pagos em compras
governamentais, provando que € de se extrema importancia o desenvolvimento da
producdo deste medicamento no Pais (ENCARNACAO et al., 2005).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Desenvolvimento de tecnologia para a producdo em escala laboratorial do
biossimilar do Fator Estimulador de Colbnias de Granuldcitos humano recombinante
(hrG-CSF), com atividade e nivel de pureza adequados para futuro escalonamento

industrial.

2.2 - Objetivos Especificos

» Desenhar e sintetizar quimicamente o gene do hG-CSF para expressédo em E.
coli;

= Clonar o gene sintetizado em vetor de express&o bacteriano da série pET28a"
(Novagen) sob o controle transcricional da T7 RNA polimerase;

» Expressar o hrG-CSF em células de E. coli BL21(DE3) pLysE em escala de
50mLell;

= Otimizar as condi¢cdes de expressdo da proteina recombinante;

= Purificar a proteina recombinante presente em corpos de inclusao;

» Determinar a massa molecular e verificar a pureza da proteina recombinante
por espectrometria de massa (Micro-TOF);

» Testar a atividade biol6gica em modelo experimental in vivo;

= Estimar os custos de producdo em escala de bancada.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Sintese do gene e Clonagem em Vetor de Expressdo pET28a+

A versdo humana da sequencia codificadora do G-CSF, apds a remocao da
regido do peptideo sinal, foi sintetizada quimicamente por empresa especializada
(Epoch Biolabs - EUA), utilizando-se codons preferenciais para E. coli. Como vetor
para expressdao do hrG-CSF, foi escolhido o vetor pET28a+ (Novagen), um
plasmideo amplamente utilizado na expressdo heter6loga de proteinas
recombinantes. O gene foi entdo clonado neste vetor sob o controle transcricional da
T7 RNA polimerase, o qual também apresenta resisténcia ao antibidtico canamicina

(Km), processo também realizado pela Epoch Biolabs.

3.2 - Sequenciamento do gene sintético

Para confirmar a sequéncia do gene sintético o plasmideo pET28a+ com 0s
gene clonado foi submetido ao sequenciamento automatico de DNA utilizando os
primers T7 Forward e T7 Reverse, que anelam em regides conhecidas no vetor. As
reacbes de sequenciamento foram realizadas com 150 ng de plasmideo
quantificados por espectrofotometria utilizando o GeneQuant RNA/DNA Calculator
(Biochrom, UK) e analisadas no sequenciador automatico MegaBACE 1000
(Molecular Dynamics), utilizando-se o kit “MegaBACE Dye Terminator”. A tradugao
da proteina predita foi obtida utilizando-se a ferramenta de traducdo do servidor
gratuito Expasy (http://www.expasy.org). A qualidade do sequenciamento foi
analisada utilizando as ferramentas de bioinforméatica PHRED
(http://www.unb.br/ib/cel/biomol), e a analise da sequéncia foi feita por comparacao
com as sequéncias depositadas em banco de dados, com o auxilio do programa
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), confirmando a sequencia correta do

gene sintético.
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3.3 - Expresséo de hrG-CSF em E. coli
3.3.1 - Transformacéo das células competentes para expressao

Células termocompetentes de E. coli BL21(DE3) pLysE (Invitrogen) foram
transformadas por choque térmico (Micropulser — BioRad®). Adicionou-se 50ng dos
vetores pET28a+/hrG-CSF em 100 pl de célula competente, as quais foram
incubadas por 30 minutos no gelo. Para o choque térmico, a amostra foi
imediatamente incubada por 30 segundos a 42°C, e colocadas novamente em gelo.
Adicionou-se 1 mL de meio LB (Luria Bertani - 10 g/l triptona, 10 g/l NaCl e 5 g/l de
extrato de levedura) a temperatura ambiente. Apos agitacdo a 200 rpm durante 30
minutos, as células foram plaqueadas em Placa de Petri contendo meio LB-agar (9.1
g/L triptona, 4.6 g/L extrato de levedura, 4.6 g/L NaCl e 13.7 g/L Agar) com
Canamicina (Km) 30 pg/mL. A placa foi entdo incubada em estufa a 37° por
aproximadamente 16 horas. Clones isolados foram estocados em meio LB/Km 30

pMg/mL com glicerol 20% estéril em ultrafreezer — 80°C.
3.3.2 - Expressédo do hrG-CSF em E. coli

Para o preparo do pré-indculo, uma colbnia isolada nas condi¢cdes descritas acima
foram inoculadas em 25mL de meio LB/Km 30ug/mL e incubadas a 37°C sob agitacéo a
200 rpm por 16 horas. Para o indculo, a cada 50 mL de meio foi adicionado 1% (500 uL)
do pré-indculo e mantido sob agitacdo de 200 rpm a 37°C. Apdés atingir a ODgoonm
(Optical Density of 600 nanometers) de 0,7, caracterizada como fase exponencial, que
ocorreu duas horas apdés a incubacéo, foi realizada inducdo com IPTG 1mM. Apds 3
horas de inducdo as células foram centrifugadas a 5.000xg por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet de células foi adicionado tampao de lise (tris
50mM, EDTA 1mM e PMSF 1mM) na propor¢ao de 1:10 (p/v). A amostra foi entdo
sonicada em amplitude de 40% por 6 minutos (5 segundos ON e 5 segundos OFF) em
sonicador (102 C — Branson®). O produto da sonicacao foi centrifugado a 10.000xg por
30 minutos a 4°C. As fragbes, soluvel e insoluvel, foram analisadas utilizando-se
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-Page (15%), corado com azul brilhante de

Comassie R250. Este protocolo foi utilizado em todas as etapas iniciais do trabalho até o
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momento que este procedimento foi alterado para otimizar e facilitar a lise e isolamento
dos corpos de inclusdo contendo a proteina hrG-CSF e, a purificacdo final por

cromatografia de fase reversa.

3.3.3 - Otimizacéo da Expressao em E. coli

Para os testes de expressao foram analisadas as variagoes de agente indutor
IPTG e meios de cultivo LB/Km 30ug/mL e 4xYT/Km 30ug/mL (32 g/L de triptona, 10
g/L de NaCl e 20 ¢g/L de Extrato de Levedura contendo Canamicina 30ug/ml)

descritas na tabela 3.

Tabela 3: Planejamento Fatorial para testes de Expresséo do hrG-CSF em E. coli.

Teste Meio de Cultivo  [IPTG]

1 LB 0 mM
2 LB 0,4 mM
3 LB 1 mM
4 AxYT 0mM
5 AXYT 0,4 mM
6 AxYT 1mM

Foi obtido um pré-inéculo como descrito anteriormente e inoculado na mesma
propor¢cdo em 50 mL dos meios a serem testados. Os testes foram realizados a
37°C com agitacdo de 200 rpm durante 9 horas apds a inducdo. O crescimento
celular foi acompanhado e avaliado através da coleta de 200 uL de suspenséo de
células a cada hora para leitura em espectrofotdmetro (Biophotometer — Eppendorf®)
a 600 nm.

Para avaliagdo da expressdo do hrG-CSF foi coletado 1 mL da cultura de
células a cada hora. Cada amostra foi centrifugada a 5.000xg a 4°C por 20 minutos.
O sobrenadante foi descartado e, a fragéo insoluvel foram adicionados 50ul de
Tampao de Amostra 4X (glicerol 10%, B-Mercaptoetanol, SDS 2,3%, Tris 124 mM,
azul de bromofenol 0,01%) e 5 pl (correspondendo a 100ul de expresséao total)

foram analisados utilizando-se gel de poliacrilamida SDS-Page (15%), corado com
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azul brilhante de Comassie R250. Além da andlise visual pela coloracao foi realizada
a andlise densitométrica, utilizando-se o equipamento ImageScannerlll (GE®) e o
software ImageMaster 2D Platinum (GE®).

3.4 - Testes de Lise Celular, Lavagem e Solubilizacdo dos Corpos de Incluséo

3.4.1 - Teste 1: Lise celular mecanica e lavagem/solubilizacdo dos corpos de

inclusdo com agentes caotropicos

Foram realizados varios testes de lavagens e solubilizacdo dos corpos de
inclusdo. O primeiro teste realizado foi com a utilizacdo de agentes caotrépicos
(Uréia e Cloridrato de Guanidina - GUHCI) em diferentes concentra¢des. A cultura de
inducdo de 50 mL foi lisada com tampéao de lise (Tris 50mM, EDTA 1mM e PMSF
1mM) na proporcdo de 1:10 (p/v). A amostra foi entdo sonicada em amplitude de
40% por 6 minutos (5 segundos ON e 5 segundos OFF) em sonicador. O produto da
sonicacao foi centrifugado a 10.000xg por 30 minutos a 4°C.

ApoOs a lise celular foi realizada a lavagem da fracdo insolavel utilizando-se
tampéao de lavagem (tris 50 mM pH 8, EDTA 0,5mM e Triton x-100 2%) na proporcao
de 1:10 (p/v). Depois de adicionado o tampdo a amostra, a suspensao foi mantida
sob agitacdo (agitador orbital) por 30 minutos a temperatura ambiente e centrifugada
a 10.000xg por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado para analise em gel
de poliacrilamida SDS-Page (15%), corado com azul brilhante de Comassie R250.

Seguindo o0 mesmo protocolo, utilizando-se as mesmas propor¢des de volume
das solugdes, 1:10 (p/v), condi¢cdes de agitacdo (agitador orbital por 30 minutos) e
centrifugagdo (10.000xg por 30 minutos a 4°C), foram feitos os tratamentos
seguintes, alterando apenas a concentracdes de Uréia e GUuHCI. As concentracdes
testadas foram Uréia 2M, 4M, 6M, 8M e GuHCI 2M, 4M e 6M. Apoés o final de
tratamentos das amostras as proteinas das fracdes sollveis (sobrenadante) foram
quantificadas utilizando-se o Kit 2D-quant (Amersham Biosciences®) para analise por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-Page (15%), corado com azul brilhante de

Comassie R250. Foram aplicados no gel 30ug de proteina total de cada amostra.
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3.4.2 - Teste 2: Lise celular mecanica, lavagem com detergentes e solubilizacdo com
agentes caotropicos e variacdo de pH

O segundo teste foi realizado conforme Vanz e cols (2008), com algumas
modificacdes, utilizando-se 4 etapas de tratamento da amostra. A primeira etapa foi
a lise celular mecéanica realizada da mesma forma como descrita no teste 1. ApGs a
lise foram realizadas 3 lavagens com tampao de lavagem | (Tris 50mM pH 8, EDTA
0,5mM e Triton x-100 2%), tampéao de lavagem Il (Tris 50mM pH 8, EDTA 0,5mM e
Deoxicolato de sédio 1%) e tampao de lavagem Il (Tris 50mM pH 8, EDTA 5mM e
NaCl 1M), todos na propor¢édo de 1:10 (p/v), segundo Vanz e cols (2008). Apés a
adicdo dos tampdes, as amostras foram agitadas a temperatura ambiente por 30
minutos e, em seguida, centrifugadas a 10.000 xg por 30 minutos a 4°C, e 0
sobrenadante coletado para andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
Page (15%), corado com azul brilhante de Comassie R250. Foram aplicados 30 ug

de proteina total de cada amostra, quantificadas pelo método 2D-quant.

Para a solubilizacdo da fracao insolivel onde se encontra a proteina hrG-CSF
em corpos de inclusao, utilizou-se o agente caotrépico Uréia na concentracdo de 2M
na proporcao de 1:10 (p/v) em diferentes pH's (12, 13 e 14) regulados pela adi¢do
de NaOH 10mM. As amostras foram analisadas em eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-Page (15%), corado com azul brilhante de Comassie R250.
Foram aplicados 30 ug de proteina total de cada amostra, quantificadas pelo método
2D-quant.

As amostras solubilizadas com NaOH 10mM em pH 12 foram mantidas sob
agitacdo a temperatura ambiente por 30 min. e, posteriormente o pH foi reduzido
para 8 com tampao Tris-HCI pH 8. Apds centrifugacédo a 10.000xg, por 30 minutos a
4°C, a fracao insoluvel foi descartada e a fracdo soluvel foi utilizada para realizacéo

do teste em cromatografia de troca anibnica.
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3.4.3 - Teste 3: Lise celular quimica, lavagem com solugéo especifica e

solubilizacéo

Para a realizacdo do terceiro teste, a lise celular , lavagens e solubilizacédo
dos corpos de inclusdo foram realizadas a partir de um protocolo desenvolvido neste
trabalho, o qual ndo pode ser descrito devido ao processo de patenteamento.

3.5 - Purificacdo da proteina recombinante

3.5.1 - Cromatografia de Troca Anidnica

Apés as etapas de tratamento segundo Vanz e cols (2008) com algumas
modificacdes (teste 2), a amostra foi submetida a cromatografia em coluna de troca
idnica, utilizando-se 2 mL de resina (DEAE Sephacryl — Pharmacia®), com
capacidade de retencdo de 75 mg de proteina por mL. A coluna foi preparada em
tubo de vidro e os 2mL de volume de resina foram empacotados por gravidade.
Antes de dar inicio a qualquer processo a resina foi lavada utilizando-se 6mL (3
vezes 0 volume de resina) de Tris 50mM pH 8 e NaCl 1M com auxilio de bomba
peristaltica (LKB pump-P1 — Pharmacia®) com o fluxo ajustado para 1 mL/ min. A
partir disto, a resina foi equilibrada com 6 mL de tamp&o de equilibrio (tris 50 mM, pH
8), com o fluxo ajustado para 1 mL.min™. Foi aplicado 4,5 mg de proteina total
quantificada pelo método de Bradford®, obtida a partir do teste 2, equivalente a 3%
da capacidade da resina. ApGs aplicada amostra na coluna, foi mantido um fluxo
continuo por 20 minutos para a ligagdo na resina.

Para os gradientes de eluicdo foram utilizados 2 procedimentos utilizando-se
Gradient Makers HOEFER SG30 (Pharmacia®), sendo uma coluna composta de
tampao de equilibrio (tris 50 mM, pH 8) e a outra coluna com tampé&o de eluicédo,
homogeneizados com agitador magnético. Para o primeiro teste utilizou-se como
tampao de eluicdo tris 50 mM, pH 8 e NaCl 1 M. Para o segundo teste utilizou-se
como tampéao de elui¢do tris 50 mM, pH 8 e NaCl 0,5 M. Ambos os gradientes (0-1M
NaCl e 0-0,5M NaCl) foram de 20 mL de tampéao de eluicdo, 20 mL de tampéo de
equilibrio, fluxo de 1 mL.min® e mantidos em gelo. Em ambos os testes foram

coletadas manualmente fragbes de 1 mL a cada minuto em tubo eppendorf para
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leitura de Abs,gonm € posterior andlise em eletroforese em gel de poliacrilamida
corado com prata.

3.5.2 - Metodologia de purificacao

O método utilizado para purificagdo estd em fase de patenteamento, nédo
podendo de tal forma ser descrito. Apds a purificagdo o material coletado foi
liofilizado e estocado a -20°C para posteriores analises por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-Page (15%), analises bioquimicas e testes de atividade

bioldgica.
3.6 - Caracterizacdo da proteina recombinante

3.6.1 - Western Blot

Para a realizacdo do western-blot, 1 ml de cultura de células em meio LB com
inducdo de IPTG 0,4 mM, foi centrifugada a 4.000 xg a 4°C por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e, a fragcdo insoluvel foram adicionados 50ul de
Tampao de Amostra 4X (glicerol 10%, B-Mercaptoetanol, SDS 2,3%, Tris 124 mM,
azul de bromofenol 0,01%) e 5 yl (correspondendo a 100ul de cultura de células)
foram corridos em eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-Page 15%. Como
controle positivo foram utilizados 3,5 pg do medicamento Filgrastine® e como
controle negativo a célula BL21(DE3) pLysE sem o vetor. ApOs a eletroforese foram
cortados membrana de nitrocelulose e 4 papéis de filtro, de forma que ficassem
ambos com tamanho compativel ao SDS-Page.

O gel de poliacrilamida foi entdo incubado em tampéao de transferéncia (33
mM de glicina, 48 mM de Tris Base, 0,037% SDS, 20% metanol a pH 8,3) por 10
minutos sob agitacdo lenta. Nesse tempo, os papéis filtro e a membrana de
nitrocelulose foram imersos no mesmo tampédo de transferéncia e introduzidos no
equipamento de transferéncia semi-seco (Trans-Blot®, Bio-Rad). Assim, passados
os 10 minutos o gel, os papéis de filtro e a membrana de nitrocelulose foram
dispostos no aparelho. O hrG-CSF em SDS-Page 15% foi entédo transferido para a

membrana de nitrocelulose em sistema-seco com uma voltagem de 0,5 V por 15
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min. Apés a transferéncia, a membrana foi lavada com tampdo TBST (Tris Base
50mM pH 7.6, NaCl 150mM, Tween 20 0,05%) por trés vezes sob agitacdo manual
por aproximadamente 20 segundos cada lavagem. Para o bloqueio da membrana
utilizou-se 50 mL de solucéo de bloqueio (Leite em p6 desnatado 5%, Tween 0,05%
em 50 mL de TBST) Over Night (O.N). Passadas aproximadamente 18 horas, e
membrana foi novamente lavada por trés vezes sob agitacdo manual por
aproximadamente 20 segundos cada lavagem.

A membrana foi incubada com anticorpo primario, anticorpo monoclonal anti-
G-CSF (100 pg/mL) sintetizado pela empresa Santa Cruz Biotechnology, na
proporcdo de 1:2000 em solugdo de bloqueio por duas horas no escuro a
temperatura ambiente sob agitacao (agitador orbital - 15 rpm). Apos a incubacéo a
membrana foi lavada uma vez com solucdo de bloqueio (agitacdo manual de 20
segundos) e duas vezes com TBST (agitacdo manual de 20 segundos cada
lavagem).

A incubacdo da membrana de nitrocelulose com anticorpo secundario foi
realizada utilizando-se o anticorpo anti-mouse conjugado com Fosfatase Alcalina
(AP) em 50mL de TBS (Tris Base 50mM pH 7.6 e NaCl 150mM) na proporgéo de
1:2000 por duas horas a temperatura ambiente sob agitacdo (agitador orbital - 15
rom). A membrana foi entdo lavada uma vez com solucdo de bloqueio (agitacéao
manual de 20 segundos) e duas vezes com TBST (agitacdo manual de 20 segundos
cada lavagem). A revelacao foi realizada utilizando-se Fosfatase Alcalina (400ul de

tampao, 100ul de Reagente A, 100ul de Reagente B e 940 pL de agua destilada).

3.6.2 - Espectrometria de Massa por Electrospray (ESI-MS)

A analise da massa exata bem como da pureza da proteina purificada obtida
por cromatografia liquida de fase reversa (como descrito no item 3.6.2) foi realizada
por espectrometria de massa, no Laboratério de Espectrometria de Massa, da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, utilizando o equipamento MicrO-TOF
Q ™ ESI-Qq-TOF (Brucker Daltonics). A amostra foi analisada ap6és injecdo em

uma solucéo aquosa contendo 50% de acetonitrila e 1% de acido férmico.
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3.8 - Teste de Atividade Bioldgica

Para o teste de atividade bioldgica in vivo do hrG-CSF, foram utilizados como
modelos camundongos machos de 8-9 semanas de idade da raca Balb/C com peso
entre 17-22g, obtidos a partir do Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio
(CECAL) da Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ). Os animais foram alojados em
gaiolas de polipropileno autoclavaveis, com uma area de aproximadamente 65 cm?.
As gaiolas foram cobertas por maravalha autoclavada para acomodacédo e maior
higiene dos animais. Tais gaiolas foram mantidas dentro de estantes ventiladas com
controle de temperatura de 21-22°C (x 2°C), umidade entre 50-55% e dupla filtragem
do ar, evitando o acumulo de substancias téxicas no ambiente. A racdo utilizada
para a alimentacdo dos animais foi especifica para animais de laboratério em uma
dieta ja padronizada, evitando assim suplementacdo. A dieta foi oferecida em
comedouros localizados na tampa das gaiolas e apresentada em “pellets”. A agua
filtrada foi oferecida em bebedouros estéreis. Os animais foram distribuidos em 8

grupos cada grupo contendo 5 animais separados por peso (tabela 4).

Tabela 4: Grupos de animais para 0 experimento de teste de atividade biolégica do hrG-CSF,
separados de acordo com o peso.

Grupo Tratamento N° de Animais Peso Médio
Grupo 1 N&o Imunossuprimidos (NI) 5 animais 21,429
Grupo 2 Controle Negativo 5 animais 19,49
Grupo 3 4ug Proteina 5 animais 18.969g
Grupo 4 4ug Medicamento 5 animais 18,49¢g
Grupo 5 12 ug Proteina 5 animais 20,339
Grupo 6 12 yg Medicamento 5 animais 20,23¢g
Grupo 7 36 ug Proteina 5 animais 20,69
Grupo 8 36 pg Medicamento 5 animais 21,069
Total 50 animais

O grupo NI foi tratado somente com solugéo salina tamponada (0,5 mL de
PBS), ndo recebendo Ifosfamida® pra induzir a imunossupressdo. O grupo do
controle negativo recebeu o imunossupressor no primeiro dia e nos 4 dias seguintes

recebeu somente 0,5 mL de PBS. O teste foi realizado durante 5 dias de
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experimento. De tal forma, no primeiro dia (dia 1), foi induzida a imunossupresséo
nos animais utilizando-se como agente imunossupressor o medicamento Ifosfamida®
500mg da Eurofarma®, gentiimente cedido pelo Setor de Farmécia Hospitalar do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Foi utilizada uma dose uUnica de 4,3 mg/0.5
mL por animal (VANZ et al, 2008; LU et al, 1999; CODEVILLA et al., 2004) a qual foi
diluida em &gua para injec&o estéril também da Eurofarma®.

Apés 24 horas da imunossupressao, iniciou-se entdo o tratamento com
injecdes multiplas (dia 2 ao dia 5) com o hrG-CSF (amostra) e com 0 medicamento
comercial Filgrastine® 300ug/mL da empresa Blai Farmacéutica (medicamento
comercial), também gentilmente cedido pelo Setor de Farmécia Hospitalar do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB), foram diluidos para as concentracdes finais
de 4, 12 e 36 ug.mL™ em 0,5mL de tamp&o fosfato salino (PBS), para injec&o por via
intraperitonial nos animais (LU et al., 1999; CODEVILLA et al., 2004), conforme
demonstrado na tabela 5. O grupo controle foi tratado somente com 0,5 mL de

veiculo (PBS) no mesmo esquema de administracdo da amostra e do padrao.



31

Tabela 5: Esquema de tratamento para o teste de atividade biolégica do hrG-CSF utilizando-se
o controle e o padréo.

Dia Tratamento
Solucao Salina (0,5ml)
Dia 1 Grupol

Imunossupressor 4,3mg/0,5ml
Grupos 2 ao 10
Proteina (0,12 ug, 4 ug, 12 ug, 36 ug / 0,5 ml)
Medicamento (0,12 ug, 4 pg, 12 ug, 36 pg / 0,5 ml)
Dia 2 Grupos 3ao 8
Solucao Salina (0,5ml)
Gruposle?

Proteina (0,12 ug, 4 pg, 12 ug, 36 ug / 0,5 ml)
Dia 3 Medicamento (0,12 ug, 4 ug, 12 ug, 36 ug / 0,5 ml)
Grupos 3 ao 8
Solugéo Salina (0,5ml)

Gruposle?2
Proteina (0,12 ug, 4 ug, 12 ug, 36 ug / 0,5 ml)
Medicamento (0,12 ug, 4 ug, 12 ug, 36 pg / 0,5 ml)
Dia 4 Grupos 3 ao 8
Solugéo Salina (0,5ml)
Gruposle?2
Proteina (0,12 ug, 4 ug, 12 ug, 36 ug/ 0,5 ml)
Medicamento (0,12 ug, 4 ug, 12 ug, 36 pg / 0,5 ml)
Dia5 Grupos 3ao 8
Solugéo Salina (0,5ml)
Gruposle?

Seis horas apoés as inje¢des do ultimo dia de tratamento (dia5), os animais
foram anestesiados com xilasina (2% m/p) e quetamina (10% m/p) na propor¢cao de
1:1 e 0,5ml de sangue periférico foram coletados pelo seio venoso orbital, utilizando
um capilar contendo heparina. Foram realizados esfregacos em laminas de vidro e
coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa (GARTNER & HIATT, 2003).

ApoOs a realizacdo dos experimentos a eutanasia dos animais foi realizada
utilizando-se o método quimico através do agente inalante diéxido de carbono (CO5)
na proporcdo de 70% com oxigénio. Nessa propor¢cdo, ocorre a rapida perda de
consciéncia sem hipodxia. Isto resulta na rapida anestesia, seguido de morte, com
efeitos reduzidos de irritacdo das vias aéreas. ApdOs a eutanasia dos animais, 0s
mesmos serdo mantidos a -20°C e posteriormente incinerados, por empresa

especializada, previamente contratada pela Universidade de Brasilia. Todos os
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procedimentos laboratoriais utilizando animais foram conduzidos de acordo comas

leis nacionais de protecao e bem-estar animal (BRASIL, 1979).

3.8 - Andlises Estatisticas

Os resultados foram da contagem total de leucdcitos e da % de neutrofilos
foram apresentadas como média £ SD de 5 animais. A comparacao estatistica dos
dados foi feita por meio da analise de variancia (ANOVA) seguido por Bonferroni
pos-teste, por meio de Programa GraphPad Prism® versdo 5.0. Valores de P

menores que 0,05 (P <0,05 ou menos) foram considerados significativos.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de produgéo e purificagdo influencia diretamente os niveis de
producao, atividade bioldgica e os custos de obtencao do produto final, tornando-se
imprescindivel a escolha de metodologia adequada, especialmente devido a maior
competitividade de mercado alcancada pelos biossimilares (RATHORE e WINKLE,
2009). Para tal, € necesséario o desenho de estratégias de producdo viaveis, sendo
gue a escolha do sistema de expressdo de proteinas recombinantes é uma etapa
essencial para o sucesso da estratégia e viabilidade do processo. Deve-se
considerar uma série de fatores, incluindo custos, biosseguranca e aspectos
técnicos, sendo os ultimos principalmente em relacdo as caracteristicas estruturais
da molécula e exigéncia de modificacbes pos-traducionais das proteinas
recombinantes. Em se tratando da industria biofarmacéutica, os sistemas de
expressdo mais utilizados sdo: bactéria (Escherichia coli), leveduras
(Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris) e células de mamifero como a de
ovario de hamster chinés - CHO (Chinese Hamster Ovary) e BHK (Baby Hamster
Kidney) (FRIENSEN & AN, 1983; SCHELLEKENS, 2009).

Entre os sistemas de producdo de proteinas heterdlogas, a bactéria Gram-
negativa Escherichia coli € um dos mais atrativos, sendo o sistema procariético mais
utilizado. Comparado aos demais, E. coli oferece diversas vantagens, como facil
manipulacdo, habilidade de crescimento rapido em altas densidades celulares,
elevada producéo de proteina recombinante utilizando meios de baixo custo, além
do conhecimento da sua genética e elevado numero de vetores e linhagens
disponiveis (BANEYX, 1999). Este sistema também facilta o processo de
escalonamento, sendo uma etapa crucial no desenvolvimento de biossimilares,
sendo de tal forma o sistema escolhido para o desenvolvimento do trabalho
(KLEINBERG e MOSDELL, 2004).

A principal limitacdo deste sistema esta relacionada a producgdo de proteinas
oriundas de organismos eucariontes, que possuem modificagbes pos traducionais,
gue nao sao realizadas pelos procariontes como a bactéria E. coli. Nestes casos, €
necessario utilizar sistemas de producdo em células eucariontes, como células de
mamiferos (ovario de hamster) ou leveduras (Pichia pastoris) (DUILIO et al., 2004).

Estes sistemas sdo relativamente mais complexos, sendo a E. coli o sistema de
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escolha para proteinas que ndo necessitam de modificagbes poOs-traducionais
complexas, como as glicosilacbes e pontes dissulfeto (KLEINBERG e MOSDELL,
2004).

A proteina G-CSF produzida pelas células humanas apresenta duas pontes
dissulfeto intramoleculares e sofre glicosilagdo. Porém, j4 € sabido que, quando
expressa em células de E. coli, 0 medicamento filgrastima é ativo biologicamente,
apesar de apresentar uma metionina inicial, adicionada para permitir a expressao da
proteina recombinante em bactéria e ndo necessitar de sofrer a glicosilacdo para
apresentar atividade biologica (VANZ et al., 2008; JEVSEVAR e MENART, 2006).
Desta forma, a estratégia eleita para producdo de hrG-CSF foi a expressdo em E.

coli.

4.1 - Sintese do gene sintético e clonagem em vetor de expresséo pET28a+

A E. coli, como em todas as células, utiliza 61 cdédons, dos quais alguns sao
mais frequentemente utilizados, chamados cédons preferenciais, e ainda os codons
pouco utilizados denominados raros (GAO et al., 2004). Esta bactéria possui enorme
capacidade de produzir grande quantidade de proteinas, no entanto, quando o
MRNA é de um gene de eucarioto que possui diferentes frequéncias de cédons,
ocorrem entraves na traducdo da proteina predita ocasionando reducdo na
quantidade e qualidade desta proteina (MALDONADO et al., 2007).

Para facilitar a obtencéo de altos niveis desta proteina em bactérias, visto que
a superexpressao € importante para viabilidade do processo, a sequéncia de
nucleotideos que codifica a proteina hG-CSF foi obtida através de sintese quimica,
realizada pela empresa especializada Epoch BioLabs. Como estratégia, visto que se
trata de uma proteina de origem humana, foi realizado um estudo para otimizacao
de codons preferenciais para o sistema de expressao escolhido, a bactéria E. coli,
visando facilitar a traducao da proteina heterdloga (GAO et al., 2004).

A partir da sequéncia de residuos de aminoacidos da proteina, a verséo
sintética do gene foi desenhada e sintetizada, com otimizacdo de cddons para E.
coli, assim como remocgdo de estruturas secundarias desestabilizadoras. A
sequéncia sintética para expressao em E. coli foi comparada a sequencia humana,

disponivel no banco de dados GeneBank, sob o numero de acesso NM_172219.2 e
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como pode ser observado na figura 11, véarios nucleotideos foram substituidos
visando otimizar os cédons, sem alteragcdo na sequencia priméaria da proteina

recombinante

ATGGCT 120

hG-CSF GGACCTGCCACCCAGAGCCCCATGAAGCTGATGGCCCTGCAGCTGCTGCTGTGGCACAGT 180
hrG-CSF e e

hG-CSF GCACTCTGGACAGTGCAGGAAGCCAcccc::TGGGC GCCAGC CCCCAGAGQ 240
hrG-CSF = —————mmmmm e ATGALCCCCRLTGEdACCEGCcAGnTdaTTHcCcccaGAaGd 39
hG-CSF FTGCTHAAGIGET GEAAGTRAGERAGATCEAGGGLFATGGICECRIET Al 300
hrG-CSF TTITCTGCTHAAR[IGIC ARCAAGT[TAG ATACAGGGRAGATGGRGCEGCILTEEAR 99
hG-CSF GAGAABETGTGTGCCRCCTAEFRAGCTGTGCCACCCIRA] o STGCTGCT: AC| 360
hrG-CSF GAGAARLCTGTGIGCGRCCTATRAGCTGTGCCACCCIEARGARTTAGTGCTGCTHGGELAC] 159
hG-CSF ﬂTCTGGGCATCCCSTGGGCTCCCAGﬁﬂECAGCCTGCAGCTGGCA 420
hrG-CSF TAACTGGGCATCCCATGGGCACCATTATC TCAGTCTCANGAALTGCAGCTGGCT 219

r BECERENOnnDOREnEng o
hrG-CSF d TATGAGCCAATTACATITCAGHNCTGT TTCTIGT AT|ICAA CTIGCTGCAAGOGTITA 279
hG-CSF ‘E CC GE GGACACACTGCAGCTGGA C C 540
hrG-CSF GAGGETRTITITATICOTIGAAT TIAGYH QT IAGACAQTICTGCAGCTGGAMGTTIGCTIGAT 339

hG-CSF C CTGGCAGCAGATGGAAGAACTGGGAATGGC T CTGCAGCCL 600
hrG-CSF TTAGOARCIGACAATITITGGCAGCAGATGGAJGAACTGGGHOATGG] AGCIGCTGCAGCCRA 399
hG-CSF CAGGJTGOCATGCCGGQCITCGCCTC CLCAGCGCCYGGCR| ﬁ d CC| 660
hrG-CSF CAGGJC] ATGCCGGJA[I'TCGCITAG QT YTEAGCGCCHCECLEGMGETGTGT 459
hG-CSF GCC] CCCATCTGCAGAGCTTCCTGGAGG'IGTCGTACCGC CTACG C E C 720
hrG-CSF GTAGCCRAGLCATCTGCAGAGCTITLTGGAGGTTAGCTACCHTETCTITACGIICATTINGCC 519
hG-CSF CAGCCCH CCAAGCCCTCCCCATCCCATGTATTTATCTCTATTTAATATTTATGTCTA 780
hrG-CSF CAGCCCIAAF—-—-—————————————————— - -~ ————————— 52

Figura 11: Alinhamento da sequencia nucleotidica codificadora do hrG-CSF sintético com o
cDNA do hG-CSF humano. Os nucleotideos marcados em caixa ndo foram substituidos e os
cédons de iniciagao estéo representados em cinza.

O cDNA do hG-CSF codifica uma proteina de 204 residuos de aminoécidos.
Esta proteina possui um peptideo sinal hidrofébico de 30 residuos de aminoacidos,
que é clivado durante o processo de secrecdo celular. Desta forma, para expressao
da proteina recombinante em bactéria, a sequéncia codificadora deste peptideo sinal
foi removida e adicionou-se um codon de iniciacdo (ATG) para permitir a tradugéo da
proteina “madura”. Este residuo de aminoacido (metionina) adicionado néo interfere
na atividade biolégica da proteina figura 12 (SOUZA et al., 1986).
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hrG-CSF  —o—o—mmoommooomm oo MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAA 31
hG-CSF MAGPATQSPMKLMALQLLLWHSALWTVQEﬂTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAA 60
ER R R R R R R R R R
hrG-CSF LOEKLCATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHSGLFLYQGLLQ 91
hG-CSF LQEKLCATYKLCHPEELVLLGHSLGI PWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHSGLFLYQGLLO 120
khkhkhkhkkhkhhkhkhkhhkhhhkhhhkhhhhkhhkhhbhhhkhhhhh bk bk kb bk hkhbh bk hhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhh ki
hrG-CSF ALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGG 151
hG-CSF ALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQOMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGG 180
AR RS S SRS SRR SRR R R R R R EEEEEEEEEEEEE R R R R R R R R RS
hrG-CSF VLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP 175
hG-CSF VLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP 204

R R R S S S S S I b S S S

Figura 12: Alinhamento das sequéncias proteicas do hG-CSF e rhG-CSF. O peptideo sinal da
proteina expressa em humanos esta marcado na caixa. Em cinza, esta identificada a metionina
adicionada ao N-terminal da proteina recombinante. (-): representam a parte ausente na proteina
recombinante, pois refere-se ao peptideo sinal; (*): representa a identidade da proteina recombinante
em relacdo ao G-CSF humano.

Para o sucesso da estratégia de expressdo da proteina recombinante, além
de avaliar as caracteristicas do gene e da proteina, a escolha de um vetor adequado
€ um fator relevante. O vetor de expressao escolhido foi o pET28a+. Os vetores pET
foram originalmente construidos por Studier e Moffat (1986), no qual os genes de
interesse sao clonados sob controle de um promotor forte de transcricdo da T7 RNA
polimerase de alta capacidade de processamento, visto que a expressdo génica
precisa ser regulada por um sistema de inducdo ou de repressao (figura 13)
(SHUMANN e FERREIRA, 2004).
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Figura 13: Vetor de Expresséo pET28a+ (Novagen)
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4.2 - Sequenciamento do gene sintético

A sequéncia do gene sintético foi confirmada por sequenciamento, utilizando-
se 0 plasmideo contendo o gene clonado, utilizando os primers T7 Forward e T7
Reverse, 0s quais se anelam na regido do promotor T7. O sequenciamento foi
realizado em sequenciador automatico MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics),
utilizando-se o kit MegaBACE Dye Terminator. A traducdo da proteina predita foi
obtida utilizando-se a ferramenta de traducdo Expasy (figura 14). A analise da
sequéncia proteica predita foi realizada por comparacdo com as sequéncias
depositadas em banco de dados, com o auxilio do programa BLAST, confirmando a
sequéncia correta do gene sintético e obtendo-se uma identidade de 100% em

relacdo ao G-CSF humano.

atgacccecgetgggaccggecagttcattaccecagagetttectgetgaaatgtctggaa
M TP L G P A 8 8 L P @ 5§ F L L K C L E
caagttcgtaaaatacagggagatggagcggctctgcaagagaaactgtgcgegacctat
@ VvV R K I 9 G D ¢ A AL @ E K L C A T Y
aagctgtgccaccctgaagaattagtgctgctggggcactecactgggcatcecgtgggea
K L. ¢ H P EEL V L L G H S L GG I P W A
ccattatctagttgtccgtctcaagcactgcagetggctgggtgtctgagccaattacat
P L 858 8 C P 8 @ A L 9 L A G C L 85 @ L H
tcaggtctgtttectgtatcaaggtctgctgcaagegttagagggtatttctectgaatta
5 6 L F L ¥ ¢ G L L 9 A L E GG I 5 P E L
ggccctacgttagacactctgcagectggatgttgectgatttecgecaacgacaatttggecag
G p T L D TUL © L D V A D F A T T I W Q
cagatggaggaactgggcatggcgccagegctgcagccaacacagggcgcaatgecggca
Q M BE E L G M A P AL Q P T @ G A M P A
ttcgctagecgectttecagegecgegeecggtggtgtgttagtagecageccatetgeagage
F A § A F 9 R R A G GV L V A § H UL Q 3§
tttctggaggttagectaccgtgtecttacgtcatttag
F L E VvV 8§ ¥ R ¥V L R H L

Figura 14: Sequenciamento do gene sintético e traducéo da proteina predita. Os sitios de
iniciacéo e terminacéo estéo grifados.

4.3 - Transformacao de célula competente Escherichia coli e expressao do hrG-
CSF

As células termo-competentes de E. coli BL21(DE3) pLysE (Invitrogen) foram
submetidas ao processo de transformacao por choque térmico em presenca do vetor
pET28a+/hrG-CSF e incubadas em meio LB-agar/Km a 37° por aproximadamente 16
horas. Os clones isolados foram selecionados e estocados para analise de

expressdo heterdloga da proteina hrG-CSF. Os testes iniciais de expressao foram
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feitos em meio LB/Km e apds indu¢cdo com IPTG 1 mM, conforme descrito em
materiais e métodos. A deteccdo da expressdo da proteina foi confirmada pela
presenca de uma banda diferencial de aproximadamente 20 KDa, o que confere com
o tamanho aproximado esperado da proteina hrG-CSF, que € de 18,8 KDa (figura
15). Além disso, observou-se que a proteina ndo apresenta expressao na fracéo
soluvel, sendo a totalidade expressa em agregados insollveis de proteina
denominados corpos de incluséo (inclusion bodies — IB’s).

MM 1 2
KDa — :
50 —> W =
40 — .;
30 — .
25 — E /
20 — | N —

10 —>| g

Figura 15: Anadlise por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-Page 15% da expressdo da
proteina recombinante hrG-CSF em células BL21(DE3) pLysE/pET28a+. 50 mL de cultura em meio
LB/Km com 3 horas de crescimento apds a indugdo de IPTG 1 mM foram lisados com tampéo de lise,
submetidos a sonicacdo e centrifugados para a separacdo das fracdes, as quais foram tratadas com
tampdo de amostra e analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. Marcador de massa molecular
(MM), Solavel da Lise (pogo 1); Insoltvel da Lise (corpos de incluséo) (pogo 2).

A super-expressdo de proteinas recombinantes em E. coli pode levar a
formacdo de agregados proteicos insolluveis, denominados corpos de inclusdo. A
proteina hG-CSF foi obtida em altos niveis intracelulares, porém agrupou-se
formando IB’s. Estas estruturas intracelulares inicialmente podem ser consideradas
como uma limitacdo do sistema. Porém, como sédo constituidos de 50 a 95%
(SORENSEN e MORTENSEN, 2005) de proteina recombinante, podem ser
facilmente separadas do restante das proteinas sollUveis na bactéria, podendo ser
utilizados como uma estratégia de pré-purificacdo das proteinas (GARCIA-
FRUITOS, 2010).

Outro aspecto extremamente relevante na expressao do hrG-CSF em IB’s foi
a quantidade reduzida de contaminantes, possibilitando a realizacdo de varios testes

de lavagem dos corpos inclusdo, com o objetivo de reduzir a presenca de proteinas
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contaminantes/endotoxinas, bem como os demais residuos da célula hospedeira.
Além disso, a expressdo em IB’s pode proteger a proteina recombinante da
degradacédo por endoproteases bacterianas presentes no citoplasma, permitindo
acumulo de grande quantidade da mesma (GARCIA-FRUITOS, 2010).

4.4 - Otimizagéo da Expressao

A maioria das proteinas recombinantes expressas em E. coli s&o
consideradas de alto-custo e baixa producdo, sendo entdo necessaria alta
densidade celular associada a alta produtividade para que o produto seja
economicamente viavel (SHILOACH e FASS, 2005). Além da escolha de cédons
preferenciais para E. coli, existem outros parametros que devem ser avaliados, pois
também podem ser responsaveis pela baixa producdo, como meio de cultivo,
concentragdo de indutor, crescimento celular e temperatura (SCHUMANN e
FERREIRA, 2004).

O meio Luria Bertani (LB) é largamente empregado para crescimento de
bactérias heterotréficas, as quais utilizam como fonte de energia a matéria organica,
sendo utilizado na pesquisa e producdo de proteinas heterdlogas por ser um meio
complexo que apresenta como fonte de carbono a triptona bacteriolégica, e como
fonte de nitrogénio e vitaminas o extrato de levedura (LOSEN et al., 2004). Portanto,
para otimizacao da expressdo, Foram avaliados diferentes concentracdes de agente
indutor, niveis de crescimento celular e meios de cultivo. Para avaliacdes de meio de
cultivo, além do meio LB foi utilizado o meio 4xYT, devido a literatura relatar a
expressao do hrG-CSF sem adicao de agente indutor (VANZ et al, 2008).

Com base nos estudos realizados por Riesenberg et al. (1990), a composi¢cao
dos meios de cultivo € uma das varidveis mais avaliadas para obtencdo de altos
niveis de expressdo heteréloga de proteinas recombinantes com interesse
terapéutico. Deve ser formulada e monitorada uma vez que tem impacto significativo
no metabolismo para o crescimento celular e produgéo de proteinas recombinantes,
visto que a sintese proteica é fortemente afetada pela mudanca do meio de cultura
(JANA e DEB, 2005; CORISDEO e WANG, 2004). A temperatura Otima de
crescimento para E. coli é 37 ° C, sendo escolhida para proceder os testes, ja que

temperaturas menores influenciam negativamente no crescimento celular e
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expressdo de hrG-CSF, pois ocorre reducdo na captacdo de nutrientes, na
velocidade de crescimento do microrganismo, diminuicdo da formacdo de
metabdlitos secundarios e reducdo na demanda de oxigénio (LEE, 1996). A E. coli é
geralmente cultivada sob condi¢cdes aerdbicas, jA que o crescimento anaerobio
fornece menos energia para 0os processos metabdlicos, tais como a sintese de
proteinas (SALMON et al., 2003). Por isso foi utilizado um sistema de frascos
agitados com 200 rpm para oxigenacdo do meio.

As células de E. coli BL21(DE3) pLysE (Invitrogen), transformadas com o
vetor pET28a+/hrG-CSF, foram cultivadas em 50 mL dos meios LB e 4YT, ambos
contendo triptona como fonte de nitrogénio e extrato de levedura como fonte de
carbono, em concentragdes diferentes, para analise da expressédo do hrG-CSF, com
diferentes concentracfes de agente indutor IPTG (0 mM, 0,4 mM e 1 mM). O IPTG é
um forte indutor quimico utilizado largamente na pesquisa basica para inducao de
promotores lac, tac e trc e representa uma das moléculas mais utilizadas na
expressdo heterdloga em E. coli (MENZELLA et al., 2003). O agente indutor foi
utilizado entdo em diferentes concentracbes, onde foram coletadas amostras de
hora em hora durante 10 horas ap6s inducdo com IPTG (Isopropyl [B-D-1-
thiogalactopyranoside), para avaliacdo das condicGes de crescimento e expressao.

O crescimento celular bacteriano € caracterizado por conter quatro fases. A
primeira fase conhecida como fase lag, que se caracteriza por ser o periodo de
adaptacdo do microrganismo com intensa atividade metabdlica. Passado o periodo
de adaptacdo, o crescimento chega a uma fase exponencial, onde ocorre divisao
celular intensa e progressdo geométrica do crescimento bacteriano, seguido de uma
fase estacionaria com a escassez de nutrientes, levando a diminuicdo do
crescimento celular e morte celular (LEE, 1996; JANA e DEB, 2005). Para analise do
crescimento celular, 200 yL da cultura de células foram coletados para a realizagao
da leitura da absorbancia da ODgponm. A 