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RESUMO

de Paula, G.C.G.M.Producdo da proteina recombinante humana TGF-B1 (Fator do
Crescimento Transformante Beta 1) em células de mamifero. 2018. 93p. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Péds-graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

O fator de crescimento transformante beta tipo 1, TGF-B1, é uma proteina extracelular
homodimérica secretada por varios tipos celulares, que pode ter acdo paracrina ou
endécrina. Essa proteina esta envolvida em processos celulares de diferenciacéo,
proliferacdo, mobilidade e formacédo de matriz extracelular. Além disso, € parte importante
dos processos de regeneracdo tecidual, atuando, de maneira decisiva, no reparo, atraindo
macréfagos e fibroblastos para o local da injdria e estimulando a angiogénese. Assim,
considerando o papel desse peptideo no processo regenerativo, o uso de TGF-f1 como
proteina terapéutica na area de Bioengenharia Tecidual é bastante promissor. Apesar disso,
a venda dessa proteina, para fins terapéuticos, € inexistente no mercado e a proteina
recombinante vendida, que s6 pode ser utilizada em pesquisas cientificas, ndo é produzida
nacionalmente e chega a custar R$200.000,00/mg. Nesse contexto, o objetivo do presente
trabalho é desenvolver uma metodologia de produgédo do fator recombinante TGF-1 em
células de ovario de hamster chinés (CHO), visando a obtencdo de niveis altos de
rendimento, e, futuramente, a transferéncia da tecnologia de producdo para a iniciativa
privada, tornando possivel seu uso na Medicina Regenerativa, sozinho ou em combinacao
com outros fatores de crescimento. O cDNA de TGF-B1 foi amplificado a partir de um banco
de cDNA humano e clonado no vetor proprietario pNU1 de expressao de mamifero. A
construcdo pNUL1/TGF-B1 foi utilizada para transfectar estavelmente células CHO DG44 e
uma estratégia de co-amplificacdo foi utilizada para selecionar células transfectantes com
maior niumero de copias da sequéncia correspondente a TGF-B1. Estas culturas foram
submetidas ao processo de amplificagdo génica com concentracdes crescentes de
metotrexato. Ensaios de Western Blot e ELISA foram realizados utilizando-se o meio

condicionado pelas populacdes selecionadas e por clones superprodutores. Entre os 41



clones obtidos, cinco apresentaram maiores niveis de producdo de TGF-B1, entre 1.000 e
2.000 ng/mL. Estes clones foram selecionados para a realizacdo de testes de atividade in
vitro utilizando-se células A549, que permitem avaliar a transicao epitélio-mesénquima. Um
ensaio de cicatrizacdo de feridas em peles do dorso de camundongos foi padronizado e
utilizado para avaliar a atividade in vivo do clone que apresentou melhor resultado in vitro. A
proteina TGF-B1 foi parcialmente purificada por HPLC em uma coluna de afinidade.
Portanto, a proteina TGF-f1 humana recombinante foi produzida, apresentando atividade
biolégica in vitro e in vivo, sendo capaz de reparar eficientemente feridas cutaneas. Essa
iniciativa pode oferecer aos pacientes uma alternativa para o tratamento de lesdes teciduais,

acelerando a cicatrizagao de feridas e o reparo de tecidos.

Palavras chave: TGFpB-1, fatores de crescimento, proteina recombinante, Medicina
Regenerativa.



SUMMARY

de Paula, G.C.G.M. Production of recombinant human protein TGF-f1 (Transforming
Growth Factor Beta 1) in mammalian cells. 2018. 93p. Master's Degree Dissertation —
Post-graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo.

The transforming growth factor beta 1, TGF-f1, is a homodimeric extracellular protein
secreted by several cell types, which may have paracrine or endocrine action. This protein is
involved in cellular processes of differentiation, proliferation, mobility and formation of
extracellular matrix. In addition, it is an important part of the tissue regeneration processes,
acting decisively on repair, attracting macrophages and fibroblasts to the site of injury and
stimulating angiogenesis. Therefore, considering the role of this peptide in the regenerative
process and the use of TGF-B1 as a therapeutic protein in the field of Tissue Bioengineering
is very promising. Despite this, the sale of this protein for therapeutic purposes is non-
existent in the market and the recombinant protein available in the market, which can only be
used in scientific research, is not produced nationally and the costs are in the order of R$
200,000.00/mg. In this context, the objective of the present work is to develop a methodology
for the production of the TGF-B1 recombinant factor in Chinese hamster ovary (CHO) cells,
aiming at obtaining high yields, and, in the future, transfering the production technology to
the private initiative, allowing its use in Regenerative Medicine, alone or in combination with
other growth factors. The TGF-f1 cDNA was amplified from a human cDNA library and
cloned into the proprietary pNU1 mammalian expression vector. The pNUL1/TGF-B1 construct
was used to stably transfect CHO DG44 cells, and a co-amplification strategy was used to
select transfectant cells with the largest number of gene copies. These cultures were
subjected to the process of gene amplification with methotrexate. Western Blot and ELISA
were used to assay the conditioned medium obtained from the selected cell populations and
from overproducing cell clones. Among the 41 clones obtained, five presented higher levels
of TGF-B1 production, between 1,000 and 2,000 ng/mL. These clones were selected for in

vitro activity testing using A549 cells to evaluate the epithelial-mesenchymal transition. A



wound healing assay on mouse dorsal skin was standardized and used to evaluate the in
vivo activity of the cell clone which displayed the highest result in vitro. The TGF-31 protein
was partially purified by HPLC on an affinity column. Therefore, the recombinant human
TGF-B1 protein was produced and shown to display biological activity both in vitro and in
vivo, being able to eficiently repair cutaneous wounds. This initiative may provide patients
with an alternative treatment for tissue damage, accelerating wound healing and tissue

repair.

Key words: TGFB-1, growth factors, recombinant protein, Regenerative Medicine.
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1. INTRODUCAO

1.1. Regeneragéo Tecidual

A cicatrizacdo de tecidos moles envolve uma série de processos bioldgicos, sendo
dividida em fases, as quais, frequentemente, se sobrepdem, sendo altamente controladas.
No momento da injaria, vasos e capilares sdo rompidos, o que leva a formacdo de um
coagulo sanguineo, que, num primeiro momento, serve como uma prote¢cdo ao local da
ferida. Esse coagulo é formado por plaquetas envoltas em uma malha de fibrina, servindo,
também, como uma matriz provisoria, através da qual as células podem migrar durante o
processo de reparo (CHESTER; BROWN, 2017). Num segundo momento, ocorre a
migracdo de macréfagos para o local da injuria, os quais eliminam qualquer particula
estranha e secretam citocinas e fatores de crescimento envolvidos na migracdo e
proliferacéo de fibroblastos e células endoteliais (PAZYAR et al., 2014). As células epiteliais
migram rapidamente, partindo das margens da ferida e indo em direcdo ao coagulo de
fibrina formado inicialmente. Esse coagulo é recoberto pelas células recém-chegadas, que
formam uma barreira protetora semelhante ao epitélio original. Finalmente, ocorre o
processo de remodelamento, com a maturacdo da matriz formada, a diminuicdo do coagulo
e a formacao da cicatriz madura (GURTNER et al., 2008).

Citocinas e fatores de crescimento estdo envolvidos em todas as fases do processo
de regeneracdo tecidual, sendo, portanto, frequentemente examinados quanto ao seu
potencial terapéutico. Além disso, estudos revelam a importancia dos fatores de crescimento
derivados de fibroblastos e células endoteliais na reepitelizacdo (BARRIENTOS et al., 2008).
Nesse cenario, uma familia de fatores de crescimento se destaca, desempenhando um
importante papel durante o reparo de injurias, a familia TGF- (Transforming growth factor
beta - Fator do Crescimento Transformante do tipo Beta) (ROUSSELLE; BRAYE; DAYAN,
2018). Trés isoformas dessa familia de proteinas TGF-B1, 2, e 3, sdo responsaveis pela
sinalizagdo de eventos como a reepitelizagéo, inflamacéo, angiogénese e a formacédo do

tecido de granulacdo (WERNER; GROSE, 2003). A isoforma TGF-B1, objeto do presente



21

trabalho, dentre outras funcdes, controla a homeostase da pele, inibindo a proliferacdo de
gqueratinécitos e regulando sua diferenciacdo, bem como contribuindo para que esse
desempenhe corretamente sua funcdo durante a fase de reepitelizacdo. A sinalizacdo de
TGF-p em feridas agudas, de cicatrizagdo complexa, também estd sedo estudada,
destacando seu promissor potencial terapéutico regenerativo (RAMIREZ; PATEL; PASTAR,

2014).

1.2. A familia TGF-B

Os fatores de crescimento transformantes beta, denominados TGF-f3, constituem
uma familia de citocinas, ou peptideos multifuncionais, que regulam a proliferacao,
diferenciagdo, adesdo e migracdo celular, além de exercer outras fungdes em diferentes
tipos celulares (CHO; HONG; KIM, 2004). Essas proteinas fazem parte de um grupo ainda
maior, a Superfamilia TGF-B, do qual fazem parte as activinas, miostatinas e BMPs
(proteinas morfogenéticas 6sseas) (SEEGER; MUSSO; SOZZANI, 2015). Existem cinco
diferentes formas de TGF-B, que séo codificadas por, pelo menos, 23 genes diferentes
(BURT; LAW, 1994), trés das quais expressas em mamiferos: TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3
(QIAN; WAHL, 2009), as quais ocorrem, predominantemente, na conformacdo de
homodimeros (SPORN; ROBERTS, 1990), apesar de poderem, também, formar
heterodimeros (CLARK; COKER, 1998). A formacdo de heterodimeros entre diferentes
produtos de genes TGF-B, coexpressos em uma mesma célula, pode explicar a
complexidade dessa familia (MASSAGUE, 1990).

O primeiro desses fatores a ser descrito, TGF-1, de 25 kDa, foi inicialmente isolado
a partir de plaquetas humanas (ASSOIAN et al., 1983), placenta humana e rim de boi
(SPORN, 1999), sendo o mais bem caracterizado dos trés TGF-Bs em questdo. Os dois
outros, TGF-B2 e TGF-B3, foram inicialmente isolados a partir de ossos de boi, células de
glioblastoma humanos e plaquetas de porco (SEYEDIN et al., 1985; SPORN; ROBERTS,
1990) e através de caracterizacdo dos cDNAs (DERYNCK et al., 1988), respectivamente.

Para o TGF-B3, a sequéncia de aminoacidos do peptideo maduro e do seu precursor foram
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derivadas a partir desequéncias de cDNA provenientes de bancos de cDNA de humanos e
de porcos. As sequéncias de aminoacidos dos trés fatores citados sdo altamente
conservadas entre as espécies (CLARK; COKER, 1998).

H& uma forma precursora, comum a todos os individuos da familia, que pode ser
dividida em trés partes distintas: uma sequéncia sinal N-terminal, uma pro-regido e um
dominio bioativo na porgdo C-terminal (MASSAGUE, 1987). Ha trés sitios de N-glicosilaco
na pré-regido e nove cisteinas distribuidas entre o dominio ativo da proteina. Os sitios de
glicosilacdo e a distribuicdo das cisteinas, apesar de conservados, diferem entre as
diferentes cadeias peptidicas. A maior parte da similaridade entre os membros da familia
TGF-B encontra-se em sequéncias de aminoacidos conservadas na por¢do C-terminal da
forma precursora (MASSAGUE, 1990). As proteinas dessa familia sdo muito estaveis em
condi¢gbes acidas, podendo ter sua atividade mantida até mesmo em &cido acético 1M a
95°C. Dessa maneira, a extracdo acido-etanol do TGF- em alguns tecidos € uma solugao

pratica para seu isolamento. Essa estabilidade se deve a presenca dos residuos de

cisteinas anteriormente citados (SPORN et al., 1986).

1.3. TGF-B1 e seu papel no reparo tecidual

TGF-B1 é produzido por uma variedade de células normais e malignas, ja tendo sido
isolado de diversas fontes, tais como: rim, placenta, urina, plaguetas e osso. Também séo
diversas as fontes que originaram seu cDNA, dentre as quais encontram-se: humanos,
murinos e macacos (GENTRY et al., 1987). A produgdo desse fator utilizando sistemas
heter6logos de expressdo também é amplamente aplicada, sendo varios os tipos celulares
utilizados para esse fim. Apesar disso, formas ativas da proteina apenas podem ser obtidas
a partir da utilizacdo de células de mamiferos como sistemas de expressdo (ZOU; SUN,
2004).

Originalmente, o fator foi identificado como tendo habilidade de causar um
crescimento independente de ancoragem em fibroblastos de rato (ROBERTS et al., 1981).

Apesar disso, sabe-se que o polipeptideo pode exibir um amplo espectro de regulacédo, a
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depender da célula e do momento da acao. Esse € um fator secretado por diversas células,
dentre as quais se encontram plaquetas, osteoblastos, células do estroma da medula 6ssea
(BMSC), condrdcitos, células endoteliais, fibroblastos e macréfagos, tendo acdes sobre a
imunossupresséo, angiogénese, estimulo do crescimento e diferenciagdo celular e sobre a
formacdo da matriz extracelular (DEVESCOVI et al., 2008).

TGF-B1 é sintetizado nas células como um precursor que contém 390 aminoacidos,
sendo composto por um peptideo lider e uma forma pro-TGF-$1 (ZOU; SUN, 2004). Apds
sua sintese, a proteina passa por diversas modificacdes antes de ser, finalmente, secretada
pelas células. Dentre estas modificacdes, a mais importante parece ser a digestdo do
precursor, por endopeptidases, clivando a proteina no residuo 278, originando duas cadeias,
que se ligam na forma de dimeros por meio de nove ligagBes dissulfeto (DUBOIS et al.,
1995). Das cadeias geradas, aquela que corresponde a porgdo N-terminal, com variacdes
entre 65-75 kDa, representa o peptideo associado a laténcia (LAP), que possui carboidratos
ligados a residuos de asparagina e aquela correspondente ao C-terminal representa a forma
madura do TGF-B1, apresentando 25 kDa (ZHANG et al., 2015). Essas duas porcoes,
apesar da clivagem do precursor, continuam ligadas ndo-covalentemente até que o fator
seja ativado (DE ARAUJO FARIAS et al., 2018). O peptideo associado a laténcia possui
funcbes definidas, que auxiliam ndao s6 na secrecdo da citocina, mas, também, na
manutencdo da forma latente da proteina, garantindo que essa nao reaja com qualquer
receptor celular e permitindo que ela esteja disponivel para ativagdo e utilizacdo quando
necessario. O complexo TGF-1-LAP ainda encontra-se ligado a outra estrutura, uma
glicoproteina de massa molecular variavel entre 120 e 240 kDa denominada proteina latente
de ligacdo ao TGF-$1, a LTBP (DAHMANI; DELISLE, 2018).

O processo de cicatrizagao de feridas envolve uma série de eventos dindmicos, mas
muito complexos, que culminam no reparo do tecido lesado. Estes eventos s&o
desencadeados pela prépria injaria e, apesar de sobrepostos, compdem quatro fases muito
bem definidas: homeostase, inflamacé&o, proliferacdo e remodelamento (ENOCH; GREY;

HARDING, 2006). A atividade de varios fatores de crescimento € requerida ao longo de
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todas estas etapas, estando o TGF-B1 envolvido, principalmente, na fase tardia da
inflamacdo. Além disso, feridas com cicatrizacdo prejudicada frequentemente estéo
associadas a falhas na sinalizacdo desse fator de crescimento (PENN; GROBBELAAR;
ROLFE, 2012). Na fase inflamatéria, ocorre a chegada, ao local da injuria, de macréfagos e
fibroblastos, células que podem tanto produzir, quanto sofrer a acdo de fatores de

crescimento (MARTIN; NUNAN, 2015).

1.4. Ainfluéncia da Diabetes no reparo tecidual

O processo de cicatrizagcdo de feridas, no qual se envolvem uma ampla gama de
células e fatores, se da em fases altamente integradas e sobrepostas que devem ocorrer em
sequéncia, tempo, duracdo e intensidade especificos e com fungbes bioldgicas definidas.
Porém, ha uma série de fatores que podem afetar este processo, interferindo de maneira
determinante em uma ou mais fases, culminando em um reparo tecidual impréprio ou
comprometido (GOSAIN; DIPIETRO, 2004). Dentre muitos, os fatores mais comuns e
reconhecidos por causar danos no processo de reparo estdo: a oxigenacdo, infeccdes,
idade e sexo, hormonios, estresse, diabetes, obesidade, alcoolismo, medicamentos, fumo e
tipo de nutricdo (GUO; DIPIETRO, 2010).

Nao ha estudos de base populacional em grande escala que avaliem a prevaléncia e
0 custo econdmico gerado pelas feridas crénicas no Brasil. Porém, tendo em vista a
abrangéncia e a relevancia dos fatores citados na populacao brasileira, acredita-se que esta
€ uma questdo a ser levada em consideragcdo no que diz respeito ao desenvolvimento de
novos tratamentos. Além disso, feridas com a cicatrizacdo comprometida podem trazer um
impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes, 0s quais podem experimentar dores
cronicas e complicagbes, como infecc¢des, limitacdes funcionais e até mesmo o risco de
ocorrerem degeneracdes malignas (MENKE et al., 2007).

A cicatrizacdo € uma resposta celular a lesdo, a qual envolve, dentre muitos fatores,
a ativacdo de queratidcitos, fibroblastos, células endoteliais, plaquetas e macréfagos

(BREM; TOMIC-CANIC, 2007). Em individuos diabéticos, porém, ha diversos fatores que
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contribuem para uma deficiéncia na cicatrizacdo, incluindo uma diminuicdo na producéo de
fatores de crescimento, falha na resposta angiogénica, falha na funcdo dos macréfagos,
acumulo de colageno, problemas na barreira epidérmica, quantidade de tecido de
granulacéo formado, dentre outros (FALANGA, 2005). Além disso, analises moleculares de
bi6psias de pele de pacientes diabéticos demonstraram que a falha na expressao de alguns
fatores esta diretamente ligada ao retardo na cicatrizacdo de feridas. Assim, por exemplo,
reducdo e localizagcdo anormais de EGFR, migracdo e diferenciacdo incorretas de
queratinocitos e fibroblastos (STOJADINOVIC et al., 2005).

Nesse contexto, a utilizacdo de fatores peptidicos de crescimento recombinantes
para uma terapia guiada de regeneracao tecidual seria Util para fornecer aos doentes um
tratamento reparador alternativo, acelerando a cicatrizacdo e o reparo de feridas em um
movimento claro para a Medicina Regenerativa no Brasil. No entanto, a utilizacdo dessas
proteinas recombinantes para fins terapéuticos fica dificultada, devido ao seu alto custo no
mercado. Para o TGF-B1, por exemplo, atualmente, esse valor chega a ultrapassar os R$
200.000,00/mg. Tendo em vista esse mercado, nosso grupo padronizou a geragdo de
diferentes linhagens celularesprodutoras de alguns fatores peptidicos de crescimento que
SA0 essenciais para 0 processo regenerativo, tais como: PDGF, VEGF e FGF, abrindo
caminho para a geracdo de clones produtores de TGF-B1, no intuito de, futuramente,
combinar todos esses fatores, desenvolvendo um produto (coquetel) que possa ser utilizado

na facilitacdo da cura de feridas cronicas.

1.5. Plasma Rico em Plaguetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fracdo do plasma que apresenta uma
concentracdo de plaquetas acima dos niveis basais, podendo ser obtido de maneira
autéloga, ndo sendo, portanto, imunogénico (MARX, 2001; GLYNN et al., 2018). Ap0s sua
ativacdo, as plaquetas liberam diversos fatores de crescimento importantes durante o
processo de cicatrizacao tecidual: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator

de crescimento transformante (TGF-3), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1),
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fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF) e
fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (EPPLEY; WOODELL; HIGGINS, 2004).
Entretanto, a garantia da presenca destes fatores ndo pode ser assegurada para a real
efetividade do PRP, ja que a quantidade dos fatores pode variar em cada individuo e,
principalmente, de acordo com o método de preparo.

Atualmente, o plasma rico em plaquetas (PRP), derivado das plaquetas, é muito
utilizado em diversas aplicacbes devido a presenca, neste produto, dos diversos fatores
peptidicos de crescimento e diferenciacéo citados anteriormente. O PRP tem sido aplicado a
Ulceras na perna, venosas e arteriais, Ulceras de pés diabéticos, queimaduras de primeiro e
segundo grau, injurias superficiais, cortes, abrasGes e feridas cirargicas, em cirurgias
plasticas, problemas de perda de cabelo, rejuvenescimento facial (tratamento de rugas,
danos e manchas), cicatrizes, regeneragdo periodontal e em areas de reconstrugédo oral e
maxilofacial, regeneracdo tendinea e ligamentar, dentre tantos outros (LIAO; MARRA;
RUBIN, 2014). Entretanto, este produto ndo é bem caracterizado quanto a sua composicéo
de fatores de crescimento, ndo havendo um protocolo padronizado para sua preparacao, o
gue acarreta grande variabilidade, tornando questionavel a real efetividade deste produto
quanto a quantidade de plaguetas e, consequentemente, de fatores de crescimento. Sao
documentados diversos efeitos do tratamento com PRP, como aumentos da expressdo
génica (SCHNABEL et al., 2007; DE MOS et al., 2008), do potencial mitogénico
(TOHIDNEZHAD et al., 2011), da resisténcia biomecanica (ASPENBERG; VIRCHENKO,
2004; BOSCH et al., 2011), diminuicdo da frouxiddo ligamentar (FLEMING et al., 2009),
melhora funcional e recuperacdo mais rapida (KURTZ et al., 1999). Entretanto, faltam dados
estatisticos sobre o seu real efeito na pratica clinica. Estudos randomizados sobre o efeito
do PRP no tratamento de lesGes ligamentares ou tendineas ainda ndo apontam para um
consenso, sendo encontrados na literatura resultados contraditérios na utilizacdo deste

concentrado de plaquetas.
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1.6. Producéo de proteinas terapéuticas recombinantes

A producdo de proteinas heterdlogas a partir da tecnologia do DNA recombinante
tem se tornado cada vez mais frequente. Dessa maneira, a busca de conhecimentos a
respeito da técnica, bem como maneiras de aperfeicoa-la, se torna mais presente, o que
possibilita, também, um continuo desenvolvimento de proteinas recombinantes humanas
que surgem como alternativas para o tratamento de doencas. A técnica consiste,
basicamente, em inserir um gene de interesse em um vetor de clonagem, fragmento de DNA
que deve conter sequéncias regulatorias de controle da expressdo (RIGBY, 1983), e
introduzir esse vetor recombinante em células capazes de expressa-lo. Dentre essas
células, podem estar células précaridticas (bactérias) ou eucaribticas (leveduras, células
isoladas de insetos ou de mamiferos), devendo-se considerar, para escolha do sistema de
expressao, a proteina de interesse. A maior parte das proteinas de valor terapéutico possui
formas muito complexas, conferidas através de modificagbes pds-traducionais essenciais
para a manutencdo de sua estrutura e funcdo. Glicosilacdo, a mais comum das
modificagbes pos-traducionais, € um processo complexo de adicdo de agUcares, que ocorre
no reticulo endoplasméatico e no complexo de Golgi (WALSH; JEFFERIS, 2006), estando,
muitas vezes, associada a atividade biol6gica das proteinas produzidas.

Ambos o0s sistemas, sejam células procariéticas ou eucaridticas, apresentam
caracteristicas especificas que os fazem ideais (ou ndo) para a producao dos polipeptideos.
As bactérias sdo de facil cultivo e répida multiplicacdo, além de apresentarem altos niveis de
expressao das proteinas recombinantes. Apesar disso, podem acumular, intracelularmente,
as proteinas heterdlogas dentro de granulos de dificil solubilizagdo e, além disso, séo
produtoras de endotoxinas. O contrario acontece com as leveduras, as quais ndo sao
produtoras de endotoxinas e, como eucariotos simples, crescem com relativa rapidez, sendo
facilmente adaptaveis a producdo em larga escala. Além dessas caracteristicas, leveduras
sdo capazes de promover glicosilacdo, porém estas ndo sdo complexas como aquelas
introduzidas por células de mamiferos, que promovem glicosilacbes mais especificas,

sendo, por esse motivo, mais comunmente escolhidas para a producdo heterdloga de
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proteinas humanas. Entretanto, o custo para a manutencdo das células de mamiferos é
elevado e a manutencdo da cultura ndo é tdo simples quanto aquelas de leveduras,
apresentadas anteriormente (BHOPALE; NANDA, 2005).

A introducdo da Engenharia Genética, com o que mais tarde seria conhecido como
tecnologia do DNA recombinante, nos anos 70, foi um importante passo para a expansao da
indastria biotecnoldgica. Em 1973, cientistas conseguiram inserir um gene exégeno em um
plasmideo bacteriano e o introduziram em células de Escherichia coli, as quais foram
modificadas geneticamente tornando-se capazes de produzir a proteina exdégena (COHEN
et al., 1973). Atualmente, diversas proteinas ja sdo produzidas por sistemas heterélogos de
expressao e muitas delas ja sdo utilizadas para o tratamento de doencas humanas. Dentre
essas, pode-se citar a insulina, para o tratamento de diabetes, interferon, para hepatites
virais, os fatores VII, VIl e IX como tratamento para distirbios de coagulacdo, dentre varios
outros (DINGERMANN, 2008).

A primeira proteina recombinante a entrar no mercado, uma insulina humana
produzida em células de E. coli, foi licenciada para uso clinico pela FDA (Food and Drug
Administration) no ano de 1980 e, desde entéo, esse mercado tem se expandido. Até 2005,
mais de 110 companhias espalhadas por todo o Mundo estavam envolvidas na descoberta,
desenvolvimento e venda de novos produtos recombinantes (BHOPALE; NANDA, 2005).
Essas companhias estavam envolvidas com o desenvolvimento clinico de mais de 80
produtos e possuiam um portfélio com 73 proteinas recombinantes (PAVLOU; REICHERT,
2004). Dados da BioPharm International de 2014 apontam que, entre os anos de 2008 e
2013, aproximadamente 80 novos produtos foram aprovados pelo FDA. Tendo em vista a
relevancia da producéo e uso das proteinas terapéuticas recombinantes no tratamento de
doencas, esse setor é de grande importancia para as industrias da area de Medicina
Molecular atualmente, estimando-se que seu faturamento deveria atingir o valor de U$ 169
bilhdes em 2014 (GOODMAN, 2009; KIM; YOO; KANG, 2014).

Embora existam muitas linhagens celulares animais, aplicadas a producdo de

proteinas terapéuticas, poucas sdo as que possuem propriedades favoraveis a producao
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dos biofarmacos e que apresentam completo rastreamento de sua origem. A linhagem
celular CHO, derivada de ovario de hamster chinés, destaca-se para essa finalidade, tendo,
como caracteristicas positivaso fato de seu emprego ser seguro, claramente definido para
producdes industriais e ja aprovado como padrdo GMP (Good Manufacturing Practice), o
que faz com que aprovacdes por O6rgaos reguladores, como o FDA, para proteinas
produzidas por esse sistema seja mais tangivel (OMASA; ONITSUKA; KIM, 2010). Além
disso, é uma linhagem de facil manutencdo, crescimento rapido, facil adaptacdo ao
crescimento em suspensdo ou aderidas a diferentes substratos e, principalmente, com
capacidade de conferir as proteinas produzidas uma eficiente modificacdo pds-traducional,
com padrdes de glicosilagdo compativeis e com atividade bioldgica em humanos (KIM; KIM;

LEE, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
O objetivo geral deste projeto é produzir o fator TGF-B1 recombinante humano em
células CHO DG44 de mamifero, em condicbes cGMP, utilizando-se técnicas de Engenharia
Genética e desenvolver um modelo animal para testar a eficacia do fator produzido frente a

regeneracgao tecidual.

2.2.  Objetivos especificos
1 — Amplificar, a partir de um banco de cDNA estabelecido por nosso grupo, a sequéncia
codificadora do gene TGF-B71 humano e clonar esta sequéncia obtida no vetor de clonagem
pNU1, também desenvolvido no nosso laboratorio;
2 — Transformar bactérias Escherichia coli eletro-competentes com a construcao pNU1/
TGF-B1 e selecionar clones bacterianos positivos para a presencga desta construgao;
3 — Sequenciar as construcdes obtidas a partir dos clones positivos, garantindo a integridade
dos insertos;
4 — Transfectar, estavelmente, células CHO DG44 (cGMP) com a constru¢do pNU1/ TGF-31
gerada e selecionar culturas de células CHO DG44 transfectantes, através de sua
capacidade de produzir a enzima DHFR,;
5 — Isolar clones celulares produtores da enzima DHFR e analisar a expressao da proteina
TGF-B1 nos clones celulares isolados mais produtores;
6 — Desenvolver metodologias para testar a atividade biol6gica da proteina TGF-B1
produzida in vitro e in vivo (regeneracao tecidual);
7 - Purificar a proteina rhTGF-1 por cromatografia de afinidade a heparina e caracterizar

bioguimicamente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho dos primers
Antes de ser desenvolvido por mim, o projeto de producdo da proteina TGF-B1 foi
iniciado pelo Dr. Renato Astorino Filho, que foi responsavel pela parte inicial da clonagem.
Os primers (oligonucleotideos iniciadores) utilizados para a amplificagdo das sequéncias de
cDNA foram desenhados baseando-se na sequéncia codificadora completa do gene TGF-81
encontrada na base de dados de nucleotideos do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore do National Center for Biotechnology Information, U. S.

NLM - U. S. National Library of Medicine, Bethesda, EUA). Para o desenho dos iniciadores,
foi utilizado o programa computacional DS Gene (Accelrys Inc.) e todos foram sintetizados
pela empresa Life Technologies™. Os primers liofilizados foram reconstituidos em agua
deionizada (MilliQ), livre de RNase, para as concentracdes finais de 100uM (solucdo de

estoque) e 10uM (solugéo de uso).

3.2. Amplificacéo e isolamento das sequéncias codificadoras do gene TGF-B81

Foi estabelecido, pelo nosso grupo, um Banco de cDNA a partir de amostras de RNA
total extraidas de culturas de células humanas e de um painel comercial de RNA total de
tecidos humanos (Human Total RNA Master Panel I, Clontech Laboratories Inc., Takara Bio
Company, Mountain View, CA, EUA). Como anteriormente descrito (SOGAYAR et al., 2004),
este Banco foi testado quanto a auséncia de DNA gen6mico atraveés da amplificacdo de um
fragmento do gene MHL1 e, através da amplificacdo de fragmentos dos genes p53,
NOTCH2 e GAPDH, foi testada, também, a qualidade das amostras de cDNA.

Amostras de cDNA total de prdstata, rim e figado humanos foram utilizados para a
amplificacdo das sequéncias codificadoras do gene TGF-B1, utilizando-se as sequéncias

dos primers listados na Tabela 3.1 abaixo.
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Tabela 3.1 — Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo da sequéncia
codificadora de TGF-p1

Oligonucleotideo Sequéncia 5°-3’ TM(°C)
hTGFB1_NT_EcoRI GAGAGAATTCATGCCGCCCTCCGGGCTGC 75.2
hTGFB1_CT_Nhel GAGAGCTAGCTCAGCTGCACTTGCAGGAGCCACG 76.2

Negrito: sitios de restricao para as enzimas EcoRI (primer forward) e Nhel (primer reverse)

A enzima Phusion® Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) foi
utilizada para a amplificacdo da sequéncia, seguindo-se as orientacdes do fabricante. A
reacao foi feita para um volume final de 20pL, utilizando-se um volume de 0,5uL de cDNA,
0,4pL da enzima (2U/uL) e 4,0uL do seu tampéo 5x, 0,4uL de dNTP com concentracdo de
10mM, 1,0uL de cada um dos iniciadores, hTGFB1_NT_EcoRIl e hTGFB1_CT_Nhel, com
concentracdo de 10mM e 12,7uL de agua deionizada (MilliQ). Para a reacdo em cadeia da
polimerase, durante a desnaturacéo inicial, foi utilizada a temperatura de 98°C por 1min,
para a desnaturagcdo das fitas, pareamento e extensdo, sendo que esta primeira etapa foi
seguida de 35 ciclos de 98°C por 20seg, 60°C por 20seg e 72°C por 1min e, por fim, para a
extensdo final, a amostra foi submetida a 72°C por 5min.

Os amplicons foram detectados através de géis de agarose 1,0% corados com
0,5pug/mL de brometo de etideo. As amostras obtidas a partir das reacdes de amplificagéo a
partir dos cDNAs de rim, prostata e figado e o marcador de peso molecular Gene Ruler 1Kb
(Thermo Fisher Scientific) foram aplicadas aos géis. ApGs a aplicacdo das amostras, o gel
foi submetido a uma diferenca de potencial de 90V em tampéo de corrida 1x TAE em cuba
eletroforética horizontal Midigel 2 (APELEX, Massy, Franga). Ao final da corrida, o gel foi
exposto a luz ultravioleta em um aparelho fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging
Systems, Jerusalém, Israel) para a verificagdo da presenca de bandas. As bandas dos
tamanhos corretos foram removidas dos géis, com bisturis descartaveis, e o0 DNA presente
nelas foi extraido, utilizando-se o kit QIAquick Gel Extration (QIAGEN), segundo orientacdes

do fabricante.
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3.3. Clonagem da sequéncia codificadora de TGF-f1 no vetor de expressao
pNU1
O vetor pNU1, gerado em nosso laboratério (resultados ndo publicados) para
expressao em células de mamiferos, € um vetor bicistrénico que retne varios elementos que
possibilitam a superexpressdo da sequéncia codificadora de interesse de uma forma
eficiente, quando comparado a outros vetores deste tipo. O pNU1 possui um promotor
hibrido contendo um elemento enhancer de citomegalovirus (CMV) e o promotor da beta-
actina de galinha e, além disso, possui uma sequéncia interna de ligacdo do ribossomo,
IRES, situado a frente do cDNA da enzima diidrofolato redutase (DHFR). Essa ultima
construcdo permite a expressdo concomitante dos cDNAs de interesse e da enzima DHFR,
em um RNA bicistrbnico, estratégia que visa a complementacdo génica de células CHO
DG44 para o gene dhfr que, por sua vez, permite a selecdo de células expressando altas
quantidades do produto de interesse ap6s amplificagcdo génica, realizada através de
tratamento com doses crescentes do inibidor de dhfr, Metotrexato (MTX).
Para que a sequéncia codificadora de TGF-B1 fosse clonada no vetor de expressao,
o vetor pNUL foi linearizado e o produto da amplificacdo foi restringido, utilizando, em ambos
0S casos, as enzimas de restricdo EcoRIl e Nhel. As duas primeiras reacfes de restricdo
foram feitas, cada uma, com a 1pL da enzima Nhel (10U/uL, Fermentas), 2uL de tampéo
tango (10x, Fermentas), 2jug do produto de PCR para uma reacéo e 2ug do vetor pNU1 para
a outra, em ambas, agua deionizada (MilliQ) foi adicionada para que o volume final atingisse
20pL. As amostras foram deixadas a 37°C por 2h. Em seguida, a reacao de restricdo com a
enzima EcoRI foi preparada adicionando-se, a cada uma das reagfes anteriores, 6uL do
mesmo tampao Tango, 1uL da enzima EcoRI (10U/uL, Fermentas) e agua deionizada
(MilliQ) para o volume final de 40uL. As amostras foram incubadas novamente a 37°C por
mais 2h. Ao término da digestdo, o vetor pNU1, linearizado, foi tratado com a enzima
FastAP (1U/uL, Thermo Fisher Scientific). Essa enzima, uma fosfatase alcalina, catalisa a
liberagcdo dos grupamentos fosfato 3° e 5 do DNA, impedindo que o plasmideo volte a se

ligar. A amostra de digestdo do pNU1, foram adicionados 0,5uL da enzima FastAP e a
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reacdo foi incubada a 37°C por 15min e por mais 15min apds uma nova adi¢ao de 0,5uL da
mesma enzima.

Seguida da reacdo de linearizacdo do vetor e de restricdo do produto de PCR,
procedeu-se a ligacdo/clonagem do inserto no vetor de expressdo. Para a reacao de
ligacdo, foram utilizados 1,0uL de tampao T4 (10x, Thermo Fisher Scientific), 1,0uL da
enzima T4 DNA Ligase (5u/pL, Thermo Fisher Scientific), 5,0uL da solucdo contendo o
inserto e 3,0uL da solucdo contendo o vetor pNU1. A reacao foi deixada a 16°C overnight e

a 65°C por 10 minutos. A partir daqui este vetor recombinante sera chamado pNU1/TGF-31.

3.4. Transformacdo de bactérias Escherichia coli (cepa XL1-Blue) com a
construcdo pNUL/TGF-p1

Bactérias da espécie Escherichia coli, cepa XL1-Blue (gendétipo: recAl endAl
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F° proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr)], Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA) foram escolhidas para o procedimento de transformacéao.
Para tal, 1,0uL da construgcao pNU1/TGF-B1, resultado do item 3.3, foi adicionado a 50,0uL
de suspenséo bacteriana em solucdo de glicerol 10% de baixa forga idbnica. O método de
transformacéo escolhido foi eletroporacdo por pulso elétrico curto de alto voltagem. As
misturas foram, entdo, adicionadas a cubetas para eletroporacdo de bactérias com espaco
de 0,1 cm (Gene Pulser® Cuvetter E. coli Pulser® Cuvette, Bio-Rad Laboratories, Hercules,
EUA) e submetidas a 1,8 kV de diferenca de potencial, utilizando-se um eletroporador Gene

Pulser Xcell™

(Bio-Rad). Imediatamente ap6s o eletrochoque, as bactérias foram incubadas
em 150uL meio de cultura LB (Luria-Bertani/Lysogeny Broth; Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, EUA) a 37°C por 1,5h. Em seguida, as suspensdes de bactérias

transformadas foram plaqueadas sobre LB agar (Select Agar®, Life Technologies™). Depois

de plagueadas, as bactérias foram incubadas a 37°C por 16 h.
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3.5. Confirmacao de incorporacdo das construcdes através de PCR de colbnias
Cada colbdnia bacteriana obtida foi diluida em 100uL de meio LB acrescido do
antibidtico ampicilina na concentracdo final de 100ug/mL. Para verificar as constru¢des que,
de fato, possuiam os insertos de tamanhos preditos, cada colbnia isolada foi submetida a
PCR de colénias com primers que pareiam no vetor pNU1, cujas sequéncias encontram-se

na tabela abaixo:

Tabela 3.2 — Sequéncias dos primers que pareiam no vetor pNU1

Oligonucleotideo Sequéncia 5’-3’ TM(°C)
pNU1_seq4 F GCCTTCTTCTTTTTCCTACAGC 58,8
pNU1 seg4 R GAATTGGCCGCCCTAGATGCATGC 68,0

Para esta reagédo de PCR, foram utilizados 0,4uL de dNTP (10 mM, Thermo Fisher
Scientific), 1,5uL de MgCI2 (25mM, Meridian Life Science® Company), 2,0uL de tampao de
reacdo 10x com NH4 (Meridian Life Science® Company), 1,0uL do primer pNU1_seq4_F (10
uM, Life Technologies™), 1,0uL do primer pNU1_seq4 R (10uM, Life Technologies™),
0,2uL de enzima Tag DNA polimerase (5U/pL, Fermentas), 1,0uL de suspensées
bacterianas e volume de agua deionizada (MilliQ) suficiente para completar 20,0uL de
volume de reagdo. As seguintes condigbes foram utilizadas na reacdo: 95°C por 10min
(desnaturacao inicial); 35 ciclos de 85°C por 30seg (desnaturacdo), 60°C por 30seg
(pareamento) e 72°C por 1min e 30seg (extensao); 72°C por 5 min (extensédo final). Os
amplicons foram detectados através de fracionamento em géis de agarose 1,0% na
presenca de brometo de etideo e, para verificar a presenca de bandas nos géis, o0s mesmos
foram expostos a luz ultravioleta em um aparelho fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR Bio

Imaging Systems). Pela analise do tamanho predito das bandas, foi possivel selecionar

clones bacterianos, os quais foram submetidos ao sequenciamento de DNA.
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3.6. Sequenciamento de DNA das sequéncias codificadoras nas construcdes
pNU1/TGF-B1 pelo método de terminagao de cadeia (Sanger)

Clones bacterianos transformados com a construcdo pNUL/TGF-B1 foram
selecionados para serem submetidos a sequenciamento de DNA pelo método de terminagéo
de cadeia, ou método de Sanger. Neste método, uma PCR é montada de forma a conter
2,3-dideoxirribonucleotideos trifosfatados (ddNTPs) acoplados a diferentes fluor6foros (um
fluoréforo distinto marca cada um dos quatro ddNTPs: ddATP, ddTTP, ddCTP e ddGTP)
além de 2-desoxirribonucleotideos (dNTPs) ndo fluorescentes. Os ddNTPs promovem o
blogueio da amplificacdo das cadeias em extensdo pela auséncia de um grupo hidroxila (-
OH) ligado ao carbono 3’ do anel da ribose, gerando cadeias polinucleotidicas de tamanhos
variaveis. Uma vez terminada a reacao, as amostras sdo submetidas a eletroforese capilar e
determinacdo da sequéncia através de detec¢do do comprimento de onda especifico para
cada fluor6foro em um sequenciador, gerando cromatogramas. As reaclfes de
sequenciamento foram montadas, independentemente, para cada uma das amostras da
PCR, cada qual correspondendo a um clone bacteriano distinto. Assim, em uma microplaca
para PCR de 96 pogos (PCR® Microplate, Axygen Scientific Inc., Union City, EUA), 3,0 uL
de reacdo de PCR de colénias foram adicionados a 4,0 pL de tampdo 5x de
sequenciamento (BigDye Terminator v3.1 Sequencing Buffer, Life Technologies™), 0,5 pL
do primer pNU1_seq4 F ou NU1_seq4 R (10 pM, Life Technologies™), 2,0uL de Big Dye
Mix (Life Technologies™) e volume de agua deionizada (MilliQ) para completar 20,0uL de
volume de reacdo. As seguintes condi¢cdes foram utilizadas: 40 ciclos de 96°C por 10seg
(desnaturacéo), 53°C por 20seg (pareamento) e 60°C por 4min (extensdo). Para cada
amostra, as reagfes foram feitas em triplicata com cada primer, independentemente (trés
reacbes com o primer forward e trés reagbes com o primer reverse). Depois da
termociclagem, todas as amostras foram submetidas a precipitacdo. Foram adicionados, a
cada poc¢o, 20,0uL de agua deionizada (MilliQ) seguidos de 60,0uL de isopropanol 70%. As
amostras foram homogeneizadas por vortexing e centrifugadas a 700 x g. A placa foi entdo

protegida da luz, incubada a temperatura ambiente por 15min e centrifugada a 3.000 x g a
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20°C por 30min. O sobrenadante foi descartado por inversdo da placa e centrifugagédo até
700 x g. 150uL de solugdo 70% isopropanol foram adicionados por pogo, seguido de
centrifugacdo a 3.000 x g a 20°C por 30min e, novamente,a placa é invertida e centrifugada
até 700 x g. A placa é entdo incubada a 37°C por 10min para que todo o isopropanol
evapore. Uma vez precipitadas, as amostras sdo submetidas a eletroforese capilar em um
aparelho Abi Prism 3700 DNA Analyzer (Life Technologies™). Através dos cromatogramas
originados, foram gerados segmentos de DNA sobrepostos (contigs), utilizando-se a

ferramenta Phrap, seguido da analise de qualidade pelo programa Phred.

3.7. Restricdo da construcdo pNU1/TGF-B1

As células CHO DG44 transfectadas receberam apenas o cassete de expressado da
construcdo pNU1/TGF-B1. Nesse cassete, estdo presentes as sequéncias codificadoras dos
genes TGF-B1 e diidrofolato redutase (dhfr) e os elementos necessarios para a transcricdo
dos mesmos. Para isso, 6ug de trés construcdes pNUL/TGF-B1 foram adicionados,
independentemente, a 4L de tampéo Tango (10x, Fermentas), 1pL da enzima de restricdo
Spel (10U/uL, Fermentas) e agua deionizada (MilliQ) suficiente para que o volume final da
solucdo atingisse 40uL. A reacgéo de restricao foi iniciada atravésda incubagéo da reacdo a
37°C por 4h. Os produtos das restricbes foram aplicados ao gel de agarose 1,0%, como
descrito anteriormente. As bandas dos tamanhos correspondentes aos cassetes de
expressao foram removidas dos géis, com bisturis descartaveis, e o0 DNA presente nelas foi
extraido utilizando-se o kit QIAquick Gel Extration (QIAGEN), segundo orientacdes do

fabricante.

3.8. Linhagens celulares
Duas linhagens celulares foram utilizadas para a realizacdo deste trabalho, a saber:
CHO DG44 dhfr-/- (URLAUB e CHASIN, 1980), para a producdo do fator recombinante, e
células A549 (ATCC CCL-185) para os ensaios de atividade biolégica in vitro. CHO DG44 é

uma variante da linhagem celular CHO (Chinese Hamster Ovary), derivada de ovario de
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hamster chinés. Esta linhagem € deficiente para a expressdo da enzima diidrofolato
redutase (DHFR). As células epiteliais de carcinoma pulmonar humano, A549, sofrem
transicao epitélio-mesénquima na presenca de TGF-f1 (LIU et al., 2013).

As células foram sempre incubadas em atmosfera imida a 37°C e 2% CO, / 98% ar.
O estoque de células foi mantido através do congelamento em meio de cultura
suplementado com 10% DMSO (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) e armazenamento

em nitrogénio liquido.

3.9. SolugBes e meios de cultura para as células de mamiferos

Para as culturas celulares, foram utilizados trés meios de cultura da Gibco® (Thermo
Fisher Scientific). Para o cultivo da linhagem celular A549, foi utilizado o meio RPMI
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB - Vitrocell), amplamente utilizado
para manutencao de diversas células de mamiferos em cultura. O meio HAM's F12
suplementado com 10% (v/v) de SFB, foi utilizado para o cultivo de células CHO DG44 sem
qualquer modificacdo genética. Para a selecédo de células dfhr-/-, foi utilizado o meio Alfa-
MEM, Minimun Essential Medium, sem ribonucleosideos ou desoxiribonucleosideos,
suplementado com 7% (v/v) de SFB dialisado. Foram utilizados também, solu¢éo salina
PBSA (Phosphate Buffered Saline, sem Ca*" e sem Mg*") tamponada em pH 7,2 composta
por 140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPO, e 1,5 mM KH,PO,, sem célcio e magnésio e

solugéo 0,1% de tripsina (Gibco®) em PBSA contendo 1mM de EDTA (pH 8,0).

3.10. Condicdes de Cultivo
As células foram mantidas em frascos T ou placas de cultivo adequadamente
tratadas para o cultivo de células em aderéncia (Thermo Fisher Scientific Inc.; Becton,
Dickinson and Company; Corning Inc., Corning, EUA; ou TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica), incubadas em atmosfera imida a 37°C e 2% CO, / 98% ar. O meio de

cultura foi trocado a cada dois ou trés dias. Ao atingirem confluéncia maior ou igual a 80%,



39

as células foram subcultivadas, sendo lavadas com solucao salina PBSA, seguida de adi¢céo

de solucdo de 0,1% tripsina e inativacdo da mesma com meio de cultivo contendo SFB.

3.11. Transfeccgao de células CHO DG44 com a construgcdo pNU1/TGF-B1

Para a geracdo de clones celulares expressando estavelmente a proteina TGF-1,
células CHO DG44 cultivadas em placas de seis pocos (10cm?/poco) foram transfectadas
com o cassete de expressdo obtido a partir da construcdo pNUL/TGF-B1. A transfeccao foi
feita por lipofeccdo, através da utilizacdo de Lipofectamine™ 2000 (Thermo Fisher
Scientific), segundo orientacdes do fabricante. Em um primeiro momento, duas solucdes
foram preparadas separadamente, a primeira contendo 100uL de DMEM e 10uL do
reagente Lipofectamine™ 2000 e, a segunda, 100uL de DMEM acrescidos da solucéo
contendo o correspondente a 4,0ug do cassete de expressao. As duas solu¢des preparadas
foram misturadas e incubadas a temperatura ambiente por 30min, tempo necessario para a
formacao de micelas. ApoOs esse periodo, a mistura foi aplicada ao po¢o contendo as células
CHO cultivadas, nesse momento, com meio HAM's F12 contendo 10% de SFB. Apés 4h, o
meio contendo Lipofectamine™ 2000 foi retirado e substituido por um novo meio HAM’s F12
contendo 10% de SFB. Por fim, 48h apds esta troca de meio, houve uma nova troca, desta
vez, para o meio de selegdo a-MEM sem nucleosideos, acrescido de 7% de SFB dialisado e

2nM de glutamina.

3.12. Amplificac&o génica de populagdes de células CHO DG44 superprodutoras
de TGF-B1
Apo6s 48h do procedimento de transfeccao, as células CHO DG44 transfectadas
comecaram a ser selecionadas, como descrito anteriormente, na presenca de meio de
cultura sem nucleosideos. Além disto, foi utilizado um método de sele¢éo, que também, em
propor¢cdes muito pequenas, leva a um evento de amplificacéo génica, através da adicdo de
concentracdes crescentes do quimioterapico Metotrexato (MTX). O tratamento foi iniciado

com 50nM de MTX adicionado ao meio de cultivo. As células foram cultivadas por
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aproximadamente duas semanas, com troca de meio a cada 48h para remoc¢ao de células
mortas, até que a cultura atingisse 90% de confluéncia, quando, entdo, aumentava-se a
concentracdo de MTX. O tratamento seguiu por aproximadamente dois semestres, com
aumento gradual da concentragcdo de MTX a cada vez que a cultura atingia 90% de

confluéncia, sendo que cada fase do tratamento durou de duas a trés semanas.

3.13. Determinacdo da expressdo de TGF-B1L em amostras de meios
condicionados por populacdes celulares de CHO DG44 superexpressoras
da proteina através de ELISA

Foram plaqueadas 10° células das populacdes de CHO DG44 superprodutores de
TGF-B1 em 2mL de meio de cultura especifico para a linhagem, em placas de seis pogos. O
plagueamento foi realizado em duplicata e as placas foram mantidas nas condigbes de
cultivo descritas no item 3.10. ApGs 24h do plagueamento, o0 meio de cultura foi descartado,
as culturas aderentes foram lavadas com PBSA e receberam meio de cultura fresco. O meio
de cada populacao foi coletado apds 72h de condicionamento e utilizado para dosagem de
TGF-B1 através de um ELISA especifico (Human TGF-beta 1 DuoSet ELISA Kit, R&D
Systems), seguindo o manual provido pelo fabricante. Foi realizada uma diluicdo, 1:1.000,
de cada meio condicionado coletado, de modo a obter valores de TGF-1 dentro da curva
de calibracéo do kit. Ap6s o procedimento, os valores de absorbancia foram determinados a
450nM por leitura em um espectrofotébmetro de placa (SpectraMax M2 - Molecular Devices).
Uma curva padrao, fornecida pelo kit, foi utilizada, como referéncia, para analise logistica de
4-paradmetros, realizada pelo software GraphPad Prisma 5.00 for Windows (GraphPad
Software, San Diego California USA, www.graphpad.com). Os valores obtidos para cada
populacdo foram considerados na selecdo de um candidato para a continuacdo dos

experimentos referentes a este projeto.
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3.14. Western Blot
Amostras de meios condicionados coletados para a realizacdo do protocolo de
ELISA, como descrito no tépico anterior, também foram utilizadas para a realizacdo do

protocolo de western blot.

3.14.1. Precipitacdo de proteinas com acetona (preparo das amostras)

As amostras dos meios condicionados obtidos foram submetidas a um protocolo de
precipitacdo para que as proteinas neles presentes fossem concentradas, facilitando a
deteccdo por Western Blot. As amostras foram centrifugadas a 8.000 x g por 5min, para a
eliminagcdo de possiveis debris celulares. A 400puL dos meios condicionados, foram
adicionados 1.600uL de acetona. Essa mistura foi homogeneizada e incubada a -20°C por
20min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 15min a uma velocidade de
13.000 x g. Os sobrenadantes foram descartados, por inversao dos tubos, e os pellets foram
ressuspendidos em 100uL de tampédo de amostra redutor para proteinas (50mM Tris-Cl pH
6,8; 2,0% SDS; 10% glicerol; 0,1% azul de bromofenol; 700mM B-mercaptoetanol)
(LAEMMLI, 1970), ap6s a completa secagem da acetona. As amostras foram fervidas por

10min antes de serem aplicadas ao gel de poliacrilamida-SDS.

3.14.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida, transferéncia e ensaio
imunoenzimatico

As amostras obtidas como descrito no tépico acima foram, entdo, aplicadas A
minigéis de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15% submergidos em tampao de corrida (0,3% de
Tris; 1,44% de glicina; 0,1% de SDS (Sigma-Aldrich Co.) e fracionados por eletroforese
emcorrente elétrica de 100V, 100W e 350mA por aproximadamente 2h, utilizando-se o
sistema MiniProtean Il electrophoresis system (BioRad®). O marcador de massa molecular
BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA) foi
utilizado como referéncia na determinagdo do tamanho (massa molecular) das bandas
encontradas. As proteinas foram entdo transferidas para membranas de nitrocelulose
Hybond ECL Nitrocellulose (Hybond™-C Extra, GE Healthcare®) utilizando-se o Mini-Trans-

Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad®) por electroblotting, aplicando-se uma corrente
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elétrica 100V, 100W e 350mA por 2h em cubas contendo tampéao de transferéncia (0,3% de
Tris; 1,44% de glicina; 0,1% de SDS e 20% metanol). Todas as incubacdes e lavagens a
seguir foram feitas sob agitacdo. As membranas foram bloqueadas com solucdo vegetal
(SuperBlock™ (PBS) Blocking Buffer, Thermo Fisher Scientific) em TBS 0,05% Tween® 20
(Sigma-Aldrich Co.) por 4h a 4°C. Em seguida, as membranas foram lavadas 5X, por 5min
cada, com solucdo TBS 0,05% e, a seguir, incubadas por 16h a 4°C com anticorpo primario
policlonal de coelho anti-TGF-B1 (Sc-146, Santa Cruz Biotechnology), diluido 1:2.000 na
mesma solucao de bloqueio. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas 5X, por
5 min cada, com solugéo TBS 0,05% e, a seguir, incubadas por 2h a temperatura ambiente
com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho 1:2.000 (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, EUA) também diluido na mesma solugédo de bloqueio. As membranas foram
novamente lavadas 5X, por 5 min cada, com solugédo TBS 0,05%, seguido de uma lavagem
de 5min somente com TBS. Em seguida, o reagente Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate (EMD Millipore Corporation, Billerica, EUA) foi aplicado para deteccdo das

proteinas.

3.15. Selecédo de clones superprodutores atrvés da técnica de diluicdo limitante

As populacdes celulares de CHO DG44 superprodutoras de TGF-B1 passaram por
um processo de diluigdo limitante para que clones superprodutores fossem selecionados. As
populagBes celulares contendo o cassete de expressdo da construcdo pNUL/TGF-B1,
cultivadas em placas de seis pocos, tiveram seu meio de sele¢éo retirado, sendo lavadas
com PBSA e, em seguida, as células foram soltas da placa com solucdo de tripsina. As
células foram ressuspendidas no meio de selegcdo com a mesma concentracdo de MTX em
que estavam sendo mantidas. A partir dai, foram divididas em cinco placas, p60, em
diferentes diluigbes: 1/10, 1/25, 1/50, 1/100 e 1/200. Os meios das placas foram trocados a
cada 72h até que colbnias isoladas fossem formadas. Depois de formadas, col6nias com

formato arredondado foram selecionadas, com a ajuda do microscépio EVOS FL Cell
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Imaging System (Thermo Fisher Scientific) e transferidas para placas de 48 pocos. Quando

atingiram confluéncia de 100%, foram transferidas para placas de 6 pocos.

3.16. Ensaio de atividade bioldgica in vitro da proteina TGF-1

Células A549, de carcinoma de pulmdo humano, foram utilizadas para o teste de
atividade biolégica do TGF-B1 produzido, tendo em vista que essa proteina induz alteracdes
morfolégicas tipicas de EMT (Transicdo Epitélio-Mesénquima), ‘cadherin switching’ e
migracao celular nessa linhagem (KIM et al., 2007). As células foram cultivadas em placas
p60 em meio RPMI suplementado com 10% de SFB até que atingissem 70% de confluéncia.
Nesse ponto, 0 meio de cultivo era trocado por RPMI suplementado com 5% de SFB e as
células eram tratadas, ou ndo, com TGF-81 com concentracao final de 5ng/mL. Apés 48h,
as células foram coletadas e a expressao das proteinas E-caderina e N-caderina foi avaliada

através de qRT-PCR.

3.17. Ensaio de atividade biolégica in vivo da proteina TGF-1

O modelo animal, de camundongos portadores de Ulceras/feridas provocadas por
incisdo cirurgica no dorso (DAVIDSON; YU; OPALENIK, 2013), foi utilizado como modelo
para testar a atividade biol6gica da proteina TGF-B1produzida no reparo tecidual de tecidos
moles. Além disso, as feridas foram provocadas em dois grupos de camundongos, a saber:
diabéticos enormais (controle, ndo diabéticos). Para tanto, utilizou-se um modelo de
camundongos diabetizados através da injecdo de estreptozotocina, que destroi
completamente as células beta-pancreéticas, produtoras de insulina. Este modelo foi
previamente estabelecido pelo nosso grupo, uma vez que mimetiza o paciente portador de
diabetes do tipo 1, dependente de insulina. Testes preliminares de regeneracéo tecidual
apés tratamento com outros fatores de crescimento, também produzidos em nosso
laboratorio, foram realizados através da aplicacdo de incisdes nas patas de animais normais
e diabéticos. Estes testes indicaram completa regeneracdo, em cinco dias, de forma

acelerada, ap6s a aplicacdo de PDGF-BB tanto em animais normais como nos animais
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diabéticos, quando comparados com o0s respectivos grupos que nao receberam o
tratamento.

Para tratar animais modelos de reparo tecidual, foram utilizados camundongos Balb/c
machos de dois meses de idade, diabetizados com estreptozotocina e normais (nao
diabetizados). Os animais foram recebidos do Biotério Central (FMUSP)e deixados em
quarentena de uma semana, acondicionados em gaiolas de camundongos (até 10 animais
por gaiola) com enriquecimento ambiental (objetos acrescentados ao ambiente para
promover o bem-estar psicolégico dos animais). Em seguida, foram divididos em seis
grupos: trés grupos com nove animais diabéticos cada um e trés grupos com nove animais
normais cada, mantidos em gaiolas separadas, submetidos a dieta alimentar e hidrica

normais, bem como igual periodo de sono/vigilia (ciclo 12h claro/12h escuro).

3.17.1. Diabetizagcdo dos camundongos por estreptozotocina
A Estreptozotocina (STZ) é um agente citotoxico de células beta de ilhotas
pancredticas, altamente seletivo, que, se administrado em doses elevadas, pode causar a
necrose das células beta e, consequentemente, diabetes (FURMAN, 2015). O protocolo
consiste na injecéo, intraperitoneal, de 4uL por g do animal de uma solugdo de SZT, na
concentracdo de 50mg/L em tampé&o citrato, apds um jejum de seis horas. Apos a injec¢éo,
0s animais foram deixados em jejum por mais duas horas, voltando a comer normalmente,
porém, a agua ofertada até o dia seguinte devera conter glicose. Os animais do
procedimento que nado diabetizarem e apresentarem glicemia normal poderdo ser incluidos
para as analises do grupo de animais normais. Para ser considerado diabético, trés medidas
glicémicas consecutivas devem estar acima de 300mg de glicose por dL de sangue.
3.17.2. Incisdo em dorso de camundongos
Cada grupo experimental foi composto de trés animais, os quais foram submetidos as
mesmas condicdes de tratamento. Cada animal recebeu uma injecdo intramuscular de Tramal
(200pL) e, por via subcutanea, Ringer (500 pL), ambos como tratamento pré-operatério e, em
seguida, a anestesia inalatéria por isoflurano. Todo o pelo do dorso do animal foi retirado,

cuidadosamente, com o auxilio de um aparador de pelos, para ndo surgirem feridas
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adicionais, e entao, a pele foi higienizada com iodo e alcool 70%. Em seguida, foram feitas as
feridas, de 6mm de didmetro, com o auxilio de um molde e uma tesoura propria para a
cirurgia, uma ao lado da outra com uma distancia entre elas de aproximadamente 3mm.
Apenas a pele do animal foi retirada durante a realizagdo da ferida, nenhum outro tecido
adicional foi danificado.

Os animais diabetizados foram divididos em diferentes grupos contendotrés animais
cada, n=3, com 0s seguintes tratamentos:

e Grupo Controle Negativo - ndo ocorre aplicacdo de componente algum nas
incisoes;

e Grupo Sham —no qual sdo provocadas duas incisdes, mas aplica-se apenas
solugéo salina como placebo em uma das incisbes e nada na outra incisdo
contralateral;

e Grupo Controle Positivo - recebe a aplicacdo de 5ug de rhPDGF em uma das
duas incisdes e na outra é aplicado o veiculo (solucdo tampéao de purificacdo -
20mM Tris-Cl + 400mM NacCl).

e Grupo Experimental - recebe aplicacdo de 5ug de rhTGF-1 em uma das duas
incisdes e na outra é aplicado o veiculo (meio a-MEM condicionado por células
CHO DG44 néo produtoras de TGF-31).

Os animais normais sdo divididos, da mesma maneira, em diferentes grupos
contendotrés animais por grupo, n=3, com 0S mesmos tratamentos ja citados acima.

Apoés nove dias de tratamento e avaliacdo diaria, os animais sdo eutanasiados em
camara de CO,, os tecidos serdo retirados e submetidos a andlise da area cicatrizada,
avaliando-se a granulacdo do tecido, e analise histol6gica para colageno (Tricbmico de
Masson) e Hematoxilina/Eosina.

3.17.3. Histologia
As amostras de pele retiradas dos camundongos de todos os grupos citados foram

mantidas em paraformaldeido 4% (PFA) até o dia seguinte a coleta, sendo entdo lavadas
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em agua corrente por 30min e mantidas em é&lcool 70% até serem inclusas em parafina. As
amostras foram colocadas em cassetes histolégicos, devidamente identificados, para serem
desidratadas por imersdo em solucdes de alcool em diferentes concentracdes. As amostras
ficaram 20 minutos, em agitacdo, em cada uma das solucdes de etanol 80%, 90%, 95% e
por 40 minutos em alcool absoluto. Apés a desidratacdo, as amostras ficaram por 40
minutos em Xilol, tendo o Xilol sido substituido por um novo apds os primeiros 20min. Os
cassetes histologicos contendo as peles foram, entdo, colocados em parafina, na estufa a
60°C, por 4h e incluidos em blocos de parafina apés esse periodo. Os blocos foram
cortados em micrétomo (Leica Biosystems) com uma espessura de 5uM e colocados em
laminas histoldgicas.

Para a coloragdo com solucdo de Tricbmico de Masson, as laminas foram
desparafinizadas através da incubagéo por 2min em cada uma das solucdes de etanol 70%,
80%, 90% e mais 2min em etanol 100%, sendo, entdo, lavadas em agua corrente por 5min
e,, em seguida, coradas em solucdo de hematoxilina férrica de Weigert (1g de hematoxilina,
100mL de etanol 100%, 4mL de cloreto férrico — FeCl — 29%, 4 mL de 4gua destilada e 1mL
de acido cloridrico — HCI — concentrado) por 10min. O passo seguinte foi lavar, em agua
corrente, por 10min e, depois, corar em solugcédo aquosa de Biebrich Scarlet a 1% (90mL de
solucdo aquosa Biebrich Scarlet a 1%, 10mL de solucdo aquosa de fucsina acida a 1% e
1mL de acido acético glacial) por 5min. Em seguida, as laminas foram colocadas na solucdo
de 4&cido fosfotungstico-fosfomolibdico (59 de &cido fosfotingstico, 5g de acido
fosfomolibdico e 200mL de agua destilada) por 20min, sendo coradas em solu¢édo de azul
de anilina (2,5g de azul de anilina, 2mL de acido acético glacial e 100mL de agua destilada)
por 20min e incubadas, por 5min, em solugcdo de &cido acético 1%. Por fim, as laminas
foram mergulhadas em etanol 95%, seguido de um mergulho em etanol 100%, deixadas em
Xilol por 5min. Apds esse tempo, uma gota do meio de montagem, o Entellan, é colocada
sob os cortes, delicadamente, de maneira a cobrir toda a extensao desses. O Ultimo passo é
a colocagdo da laminula sob o meio de montagem, formando uma fina pelicula do meio de

montagem entre a lamina e a laminula.
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A coloracdo com Hematoxilina-Eosina foi feita apos a desparafinizacdo das laminas,
como descrito acima, seguida de uma lavagem das mesmas em agua corrente por 5
minutos. Apds incubacdo por 2min em solucdo de hematoxilina (1g de hematoxilina, 1L de
agua destilada, 0,2g de iodato de sddio, 50g de alumen de ambnia, 1g de &cido citrico e 509
de hidrato de cloral), as laminas foram lavadas em agua corrente por 5min e coradas em
solugdo de eosina (100mL solucdo aquosa a 1% de eosina, 10mL de solugédo aquosa a 1%
de floxina, 780mL de etanol 95% e 4mL de acido acético glacial) por 40 segundos. Por fim,
as laminas foram mergulhadas em etanol 95%, seguido de um mergulho em etanol 100%,
incubadas em Xilol por 5min e montadas como descrito para a coloragdo de Tricbmio de

Masson.

3.18. Purificacéo da proteina TGF-B1 por cromatografia de afinidade a heparina

Para gerar o meio condicionado contendo TGF-B1, o clone escolhido como
superprodutor foi transferido para garrafas de cultivo T-150, depois expandido e cultivado
em meio livre de glutamina, suplementado com soro fetal bovino dialisado. Quando a cultura
se encontrava com 80% de confluéncia, as células foram lavadas duas vezes com PBSA e
cultivadas com o meio novo. Apés trés dias, o meio foi coletado. Uma parte do meio retirado
foi utilizado para a purificacdo e 0 meio restante estocado a 4°C para futuras utilizacdes. O
sistema Akta Purifier UPC-100 (GE Healthcare), de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), associado a uma coluna
HiTrap™ Heparin HP (GE Healthcare) de 5mL, foi utilizado para a purificacdo da proteina
TGF-B1. O fluxo constante de 2mL/min foi utilizado durante todo o processo. A coluna foi
primeiramente equilibrada com 3 VC (volumes de coluna) utilizando o tampao de equilibrio
(50 mM fosfato de sédio, pH 8,0). Em seguida, 50mL de meio condicionado foram aplicados
a coluna, seguido de lavagem da coluna (2 VC) com o tampéo de equilibrio. Para a eluicéo,
um gradiente linear de concentracdo de NaCl foi aplicado, iniciado em 100mM e finalizado
em 1M (tamponado com solucdo 50mM fosfato de sddio, pH 8,0), em um intervalo de 10 VC.

As fragbes de permeado e lavado foram coletadas, bem como dez fracdes dos eluatos
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contendo 1mL cada, e mantidas a 4°C. As fra¢des foram utilizados para andlises em géis de

poliacrilamida utilizando o corante Coomassie Brilliant Blue e também analises de Dot blot.

3.19. Dot Blot

A técnica de Dot Blot é utilizada para detectar, analisar e identificar proteinas,
semelhante a técnica Western Blot, mas diferente dessa, as amostras de proteinas ndo sao
separadas eletroforéticamente, mas sdo imobilizadas, através de moldes circulares,
diretamente sobre a membrana. O Dot Blot foi utilizado para analisar a presenca do TGF-31
nas fragdes da purificacdo descrita anteriormente. Para isso, um aparelho, ja descontinuado,
da empresa Thermo Fisher Scientific foi utilizado para a imobilizacdo das proteinas na
membrana de nitrocelulose, segundo orientagbes do fabricante. A cada pogo, foram
injetados 100uL das amostras provenientes de cada fragdo obtida na purificacdo, o meio
condicionado e o tampéo utilizados na purificacdo e o meio a-MEM, utilizado para a
manutencdo das células transfectadas. Apos a imobilizacdo das proteinas, o protocolo do
ensaio imunoenzimético seguiu como descrito no item 3.14.2, sem a necessidade de

blogueio da membrana.
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Construcédo do vetor pNUL/TGF-B1
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Para a produgdo do TGF-B1 recombinante, o primeiro passo foi a constru¢do do

vetor recombinante pNU1/TGF-B1. Para tanto, a sequéncia codificadora completa do gene

TGF-B1 e suas sequéncias proteicas correspondentes foram obtidas na base de dados de

nucleotideos do NCBI (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Sequéncia codificadora da proteina TGF-B1 e correspondente proteico.

1 atgccgccct ccgggctgcecg gctgctgccg ctgctgctac cgctgctgtg gctactggtg

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

841

901

961
1021
1081
1141

ctgacgcctg
gtgaagcgga
agcccceccga
tacaacagca
gccgactact
tatgacaagt
cgagaagcgg
aagttaaaag
tacctcagca
accggagttg
gcccactgcet
accggccgcece
atggccaccc
gacaccaact
gacttccgca
ttctgccteg
gccctgtaca
ctggagccgce

aacatgatcg

gccggcecgge
agcgcatcga
gccaggggga
cccgcgaccg
acgccaagga
tcaagcagag
tacctgaacc
tggagcagca
accggctgct
tgcggcagtyg
cctgtgacag
gaggtgacct
cgctggagag
attgcttcag
aggacctcgg
ggccctgecce
accagcataa
tgcccatcgt
tgcgctecctg

cgcgggacta
ggccatccgce
ggtgccgceccc
ggtggccggg
ggtcacccgc
tacacacagc
cgtgttgctc
cgtggagctg
ggcacccagc
gttgagccgt
cagggataac
ggccaccatt
ggcccagcat
ctccacggag
ctggaagtgg
ctacatttgg
cccgggcegcec
gtactacgtg

caagtgcagc

tccacctgca agactatcga catggagctg

ggccagatcc
ggcccgctgce
gagagtgcag
gtgctaatgg
atatatatgt
tcccgggcag
taccagaaat
gactcgccag
ggaggggaaa
acactgcaag
catggcatga
ctgcaaagct
aagaactgct
atccacgagc
agcctggaca
tcggcggcge
ggccgcaagc

tga

tgtccaagct
ccgaggccgt
aaccggagcc
tggaaaccca
tcttcaacac
agctgcgtct
acagcaacaa
agtggttatc
ttgagggctt
tggacatcaa
accggceccttt
cccggcaccg
gcgtgcggca
ccaagggcta
cgcagtacag
cgtgctgcgt
ccaaggtgga

gcggctcgcece
gctcgccecctg
cgagcctgag
caacgaaatc
atcagagctc
gctgaggctc
ttcctggcecga
ttttgatgtc
tcgccecttagce
cgggttcact
cctgcttctce
ccgagccctg
gctgtacatt
ccatgccaac
caaggtcctg
gccgcaggceg
gcagctgtcc

Intervalo (N° de pares de

bases)

Regido proteica correspondente (N° de residuos de

ami

noéacidos)

1-87(87)

Peptideo sinal (29)

88 — 835 (747)

Proteina madura TGF-$1 (249)

1.170 - 1.173 (3)

N&o se aplica — cédon de terminacgéo (0)
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Para a constru¢do do vetor pNU1/TGF-B1, levou-se em consideracdo a andlise do

perfil de expressdo do mRNA do gene TGF-871 (NM-000660) em diferentes tecidos. Para

isso, foi utilizado o programa UniGene (NCBI), no qual foi gerado um perfil EST (Expressed

Sequence Tag — Marcador de Sequéncia Genética) para esse gene (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Perfil de EST do gene TGF-B81

Transcritos Intensidade Gene Transcritos Intensidade Gene
. o do sinal EST/Total . - do sinal EST/Total
Tecido por milh&o b d Tecido por milhdo b d
(TPM) aseado em EST no (TPM) aseado EST no
TPM pool em TPM pool
Tecido adiposo 77 - 1/12866 Boca 75 - 5/66150
Glandula 30 - 1/32940 Masculo 9 1/106371
adrenal
Ascites 75 - 3/39834 Nervo 0 0/15535
Bexiga 0 0/29860 Ovario 9 1/101488
Sangue 302 = 37/12252 Pancreas 84 - 18/213440
Osso 265 =3 19/71618 Paratiredide 0 0/20594
Medula 82 - 4/48737 Faringe 49 k. 2140725
) 30/109268 Glandula
Cérebro 27 - 8 pituitaria 60 - 1/16526
Colo do Gtero 41 == 2/48486 Placenta 109 - 31/283019
Tecido .
conjuntivo 67 = 10/149072 Prostata 42 . 8/189536
Glandula
Orelha 0 0/16100 salivar 641 =3 13/20265
Tecido
embrionario 46 3 10/212896 Pele 61 - 13/210759
Esofago 0 0/20154 Bago 187 E 2 10/53397
olho 86 - 18/208840 Estdomago 52 - 5/95679
Coracéo 22 : 2/89524 Testiculo 13 6/435204
Intestino 38 = 9/231981 Timo 0 0/79697
Rim 61 E 3 13/210778 Tiredide 85 - 4/46583
Laringe 42 - 1/23466 Amigdala 235 - 4/17021
Figado 73 - 15/205291 Traqueia 0 0/51780
~ Cordao
Pulmé&o 53 3 18/334815 umbilical 145 - 2/13764
Linfa 90 - 4/44302 Utero 56 - 13/232093
Linfonodo 33 = 3/89748 Vascular 0 0/51649
Glandula
maméria 72 - 11/151230

Diante da variedade de tecidos abrangida pelo Banco de cDNAs, gerado pelo nosso

grupo, e pela analise do perfil de expressdo em diferentes 6rgdos (Tabela 4.2), foram

selecionados os cDNA’s de prostata, rim e figado para a amplificagdo da sequéncia

codificadora do gene TGF-B1. O par de primers hTGFB1_NT_EcoRIl e hTGFB1_CT_Nbhel
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(Tabela 3.1) foi utilizado nas reacdes de PCR, feitas individualmente a partir de cDNA total
dos tecidos selecionados, para amplificacdo da sequéncia codificadora e os produtos destas
reacdes foram submetidos a fracionamento em gel de agarose 0,8% por eletroforese. Essa
amplificagéo permitiu a adi¢cdo dos sitios de restricdo das enzimas EcoRI e Nhel nas regifes
3 e 5, respectivamente, da regido codificadora do gene TGF-871. A analise do
fracionamento mostrou que amplicons de tamanhos variados foram obtidos, dentre os quais
um gque apresentava o tamanho esperado para oTGF-1, localizado entre as bandas de
1.000 e 1.500 pb do marcador molecular, porém nenhuma amplificacéo foi obtida utilizando-

se cDNA de rim (Figura 4.1).

Figura 4.1 — Fracionamento em gel de agarose do produto da reagdo de PCR para
amplificagcdo de rhTGF-B1 a partir de cDNA de rim, préstata e figado. O par de primers
hTGFB1_NT_EcoRI e hTGFB1_CT_Nhel foi utilizado na rea¢do de amplificacdo de rhTGF-31, tendo
uma amostra de cDNA total de rim, prostata e figado como templates. Os amplicons correspondentes
a isoformas rhTGF-B1 estdo indicados com uma seta. PTM: padrdo de tamanho molecular
(GeneRuler 1kb DNA Ladder - Thermo Fisher Scientific Inc.). pb: pares de base.

Optou-se por remover do gel ambas as bandas originadas, obtidas das reacdes que
tiveram como templates os cDNAs de préstata e de figado, tendo em vista que ndo houve
amplificacdo a partir do cDNA de rim, como podemos observar na figura 4.1. Esses

fragmentos, contendo os amplicons, foram digeridos e tiveram o DNA purificado por meio da
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utilizagdo do Kit da QIAGEN - QIAquick Gel Extraction. Por questdes de quantidade de DNA
recuperado a partir dessa purificacdo, o cDNA gerado ap6s amplificacdo do cDNA de
préstata foi utilizado para o passo seguinte, que consistiu em sua ligacdo ao vetor de
expressao pNU1.

A ligacdo do amplicon ao vetor de expressao pNU1 gerou a construcdo pNU1/TGF-
B1, que foi introduzida em bactérias Escherichia coli da cepa XL-1 Blue por eletroporacao.
Apobs transformadas, as bactérias foram crescidas em meio LB-agar acrescido do antibiético
ampicilina. Esse antibidtico € capaz de selecionar apenas bactérias capazes de metaboliza-
lo, ou seja, aquelas que possuem o cassete AmpR presente no vetor pNU1, utilizado para a
transformacgdo bacteriana. Em adicdo a essa primeira selecdo, uma segunda triagem foi
feita, através de um PCR de colbnia das colbénias obtidas anteriormente, ja que uma porcao
dos vetores pode néo se ligar aos insertos para formar a construcdo desejada. Para tanto,
foi utilizado o par de primers pNU1_seq4 F e pNU1_seqg4 R, que flanqueiam a regido de
inser¢cdo da regido codificadora do gene TGF-B1. As amostras resultantes dessas reacoes

foram fracionadas em géis de agarose 1,0% para detec¢cdo dos amplicons.

PTM

Figura 4.2 — Fracionamento em gel de agarose dos produtos das reacdes de PCR de
colénias para triagem de clones bacterianos transformados com a construgao
PNU1/TGF-B1.0 par de primers pNU1_seq4_F e pNU1_seqg4_R foi utilizado nas reagdes de PCR
de colbnias, tendo amostras de suspensdo dos clones bacterianos transformados como template.
Cada canaleta se refere a um clone bacteriano obtido. Os amplicons correspondentes a regido
codificadora de rhTGF-B1 estdo indicados com uma seta PTM: padrdo de tamanho molecular
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.). pb: pares de base.
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As colbnias consideradas como sendo positivas para a construcdo de interesse
tiveram esses plasmideos sequenciados pelo método de Sanger, que confirmou a
integridade da sequéncia codificadora da proteina TGF-f1 em todas as trés construcoes
(dados ndo mostrados). Antes de seguir com a transfec¢do das células CHO DG44 com
uma das construcdes pNUL1/TGF-B1 geradas, essas foram restringidas, através de digestao
com as enzimas de restricAo EcoRIl e Nhel, para que, no final, apenas o cassete de
expressao fosse inserido nas células hospedeiras. As restricdes liberaram um produto final,
linearizado, que contém sequéncias codificadoras dos genes TGF-871 e diidrofolato redutase
(dhfr) e os elementos necessarios para a transcricdo dos mesmos. Osprodutos dessas

reagOes foram fracionados em géis de agarose 0,8% para deteccado das restrigoes.

PTM

Figura 4.3 — Fracionamento em gel de agarose dos produtos das reacdes de restricdo
da construcdo pNU1/TGF-B1 através de digestdo com as enzimas de restricdo EcoRl e
Nhel para a obtencédo do cassete de expresséo.A enzima de restrigdo Spel foi utilizada para
restringir trés construgces. Cada canaleta se refere a um produto de uma construcéo restringida. Os
cassetes de expressdo gerados estdo indicados pela seta. PTM: padrdo de tamanho molecular
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.). pb: pares de base.

As bandas correspondentes aos cassetes de expresséo, localizadas entre 4.000 e

5.000pb, foram excisadas do gel e tiveram seu DNA purificado por meio da utilizacdo do Kit
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da QIAGEN - QIlAquick Gel Extraction. O produto dessa purificagcdo foi utilizado para o

préximo passo, ou seja, a transfeccgéao.

4.2. Transfeccao de células CHO DG44 com a construcdopNU1l/ TGF-B1 e
amplificacao génica

Uma vez que a construgéo pNU1/TGF-B1 foi confirmada, quatro populagdes distintas
de células CHO DG44 foram transfectadas com essa construgcdo, obtida como descrito
anteriormente. Essas quatro populagbes, passando separadamente pelo processo de
amplificacdo génica, geraram, entdo, quatro familias distintas, todas produtoras da proteina
TGF-B1. Processos de selecdo e amplificacdo foram realizados adicionando-se ao meio de
cultura das subpopulacdes doses crescentes do quimioterapico metotrexato (MTX). Esse
meio de cultivo, usado na manutencdo das populagbes celulares de CHO DG44
transfectadas, é deficiente de nucleosideos, como descrito no item 3.9, assim, a adi¢cao de
MTX foi responséavel pela morte de muitas células a medida que o tratamento era feito. Esse
fenbmeno de morte celular € explicado pelo fato dessas células possuirem menor
resisténcia ao quimioterapico, possivelmente, por terem uma menor quantidade da enzima
diidrofolato redutase (DHFR), cuja sequéncia codificadora encontra-se no cassete de
expressao utilizado para a transfecgdo, tratando-se, portanto, de uma complementacéo
génica. A cada etapa de selegdo, uma pressdo seletiva era exercida, também, sobre as
células, induzindo o aumento ou a amplificagdo ndo sé do numero de cépias do gene dhfr,
mas, também, do nimero de cdOpias das regides codificadoras de TGF-B1 inseridas através
do cassete. Ao atingir 90% de confluéncia, a populagéo celular era submetida a um aumento
da concentracdo de MTX e, como mostrado no esquema da figura 4.4, o0 maximo de sua
concentracdo chegou até 2uM. Todas as populagdes celulares obtidas foram congeladas e
armazenadas em nitrogénio liquido. Os meios condicionados por essas células produtoras
de TGF-B1 foram recolhidos e utilizados, posteriormente, para a avaliagdo da producéo de
TGF-B1pelas populacbes celulares geradas, através de Western blot e ELISA. A integridade

morfolégica das células foi verificada a cada passagem, através da observacao



55

microscopica das mesmas. As culturas foram fotografadas durante a observacdo e a

imagem abaixo é uma representacao da morfologia das populagdes transfectadas (Fig. 4.4).

Familia A Familia B 100nM MTX ] 500nM MTX ]
m [ sonM MTX || 250nM MTX 750nM MTX ]
100nM MTX 500nM MTX ] 500nM MTX ] 1000nM MTX |
FamiliaCc | 100nM MTX | | 5000M MTX |
500nM MTX
[ sonM MTX [ 2500Mm MTX 750nM MTX |
50nM MTX 750nM MTX
[ e ] 500nM MTX | 1000nM MTX ]
1000nM MTX
500nM M [{ 15000 MTx | Familia D /I 1000k MTX S00nM MIX ]

["Sonm Mnx 1 2500M M | 1000nMMTX|

Figura 4.4 — Esquema representativo das familias de populagdes mistas produtoras de

TGF-B1. Quatro familias de populagées mistas foram geradas a partir de quatro diferentes
transfec¢des iniciais com a construgcdo pNU1/TGF-B1.



56

Figura 4.5 — Analise morfolégica das células CHO DG44 transfectadas com a
construcao pNU1/rhTGF-B1 submetidas a diferentes concentracfes de metotrexato.
(A) 50 nM MTX; (B) 100 nM MTX; (C) 250 nM MTX; (D) 500 nM MTX; (E) 750 nM MTX and (F) 1000
nM MTX. E possivel observar a integridade celular, mesmo em altas concentracbes de MTX.
Aumento 40X.

4.3. Avaliacdo da producdao de rhTGF-B1 por células CHO DG44
superprodutoras através de ELISA e Western Blot

As proteinas TGF-B1, produzidas de maneira recombinante, possuem um peptideo

sinal, portanto, espera-se que sejam secretadas pelas células para o meio de cultura, que se
denomina “meio condicionado”. Os meios condicionados por todas populagbes mistas
geradas foram coletados e processados como descrito nos itens 3.13 e 3.14 para ensaios
de ELISA e Western blot. Para ELISA, foi utilizado um kit especifico (Human TGF-beta 1
DuoSet ELISA Kit, R&D Systems) e para o Western blot, um anticorpo primario policlonal
(Sc-146, Santa Cruz Biotechnology) que reconhece as proteinas TGF-f1 e -f2. Amostras de
meio condicionado por células CHO DG44 nao transfectadas, obtidos de maneira
semelhante aos meios condicionados pelas populagfes produtoras da proteina de interesse,

foram utilizadas como controle negativo em nos experimentos de ELISA e Western blot.
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Os resultados obtidos indicam que algumas populagdes celulares foram capazes de
expressar uma quantidade maior de TGF-B1. Duas familias celulares, em especial, as
familias B e C da fig. 4.4, foram identificadas como contendo as populagdes mais
produtoras, sendo selecionadas para seguir com o0s experimentos. Os resultados das
demais familias, A e D, que sdo menos produtoras, hdo foram mostrados. Para a realizacao
do ELISA, é necessario que as proteinas estejam em seu estado ativo, mas séo produzidas
pelas células em seu estado latente, ligada ao LAP, sendo necesséaria uma clivagem &cida
antes do inicio do ensaio. A primeira etapa do experimento de Western blot foi feita em gel
desnaturante, sendo detectado o mondmero correspondente ao estado maduro da proteina

(peso molecular de aproximadamente 12 kDa).
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Figura 4.6 — Andlise da expressado de rhTGF-B1 por Western blot e ELISA para as
familias de populacbes mistas B e C, a partir de meios condicionados.Os meios
condicionados pelas populagbes mistas das familias B e C foram coletados apds 72h de
condicionamento e estocados a -20°C, as células produtoras foram lavadas com PBS e contadas
apos serem soltas da placa. (A) Familia B e (B) Familia C - Uma vez descongelados, os meios
tiveram as proteinas precipitadas utilizando-se acetona. Em seguida, as proteinas foram
ressuspendidas em tamp&o de amostra e aplicadas em geis SDS-PAGE 12% (condi¢do redutora)
para fracionamento por eletroforese. Uma vez fracionadas, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose, que foram entdo incubadas com uma solugdo de anticorpo policlonal
anti-TGF-B1, reveladas por quimiluminescéncia e documentadas. Controle negativo: meio
condicionado por células CHO DG44 nao transfectadas. Padrao de massa molecular: BenchMark ™
Pre-Stained Protein Ladder. kDa: quilodaltons. (C) - Os mesmos meios foram utilizados para a
realizacdo do ensaio de ELISA com o kit especificoHuman TGF-beta 1 DuoSet - R&D Systems. A
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producdo foi normalizada dividindo-se a quantidade de proteina gerada por cada populagdo mista
pela quantidade de células presentes naquela populacao.
4.4. Selecao de clones superprodutores e avaliacdo da producéo de rhTGF-B1
através de Western Blot e ELISA

Através da analise dos resultados gerados através de Western blot e ELISA dos
meios condicionados pelas popula¢des mistas, duas populacdes foram selecionadas para a
geracdo de clones superprodutores, ou seja, as populacdes selecionadas na presenca de
1.000nM de MTX da familia B e 500nM de MTX da familia C. O MTX é um composto
conhecido por gerar mutagbes pontuais, dessa maneira, para maior seguranca de que as
fungBes celulares e as regides codificadoras da proteina TGF-B1 continuassem intactas, a
partir desse momento, os meios de cultivo ja ndo foram mais suplementados com esse
quimioterapico. Para tanto, as duas populagbes mistas escolhidas das familias B e C,
pararam de receber o tratamento com MTX e foram submetidas a quatro passagens, antes
de prosseguir com a geracgdo de clones. O processo de selecdo de clones superprodutores
foi feito através da técnica de diluigcdo limitante, colocando-se, em placas p60 (21,2cm? de
area e 52mm de diametro), suspensodes celulares diluidas nas razfées de 1/10, 1/25, 1/50,
1/100 e 1/200. Apoés alguns dias de cultivo, formaram-se colénias e aquelas de bordas
arredondadas, indicio de que apenas uma célula deu origem a cada coldnia, foram
selecionadas com o auxilio microscopico e transferidas para placas de 48 pocos (0,84cm?
de area de crescimento/poco), sendo novamente transferidas, quando alcangaram 100% de
confluéncia, para placas de seis pocos (9,60cm? de area de crescimento/poco). A partir da
populacdo da familia celular B, mantida na presenca de 500nM de MTX, foram gerados 17
clones superprodutores e da populacdo celular da familia C, selecionada em 1.000nM, 24

clones.
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Figura 4.7 — Analise da expressdo de rhTGF-B1 através de Western blot para os clones
superprodutores obtidos a partir da populacdo mista mantida na presenca de 1.000nM
de MTX da familia B, a partir de meios condicionados. Os meios condicionados pelos clones
superprodutores gerados foram coletados apés 72h de condicionamento, sem MTX, e estocados a -
20°C, as células produtoras foram lavadas com PBSA e contadas apds serem soltas da placa. Uma
vez descongelados, amostras dos meios condicionados tiveram suas proteinas precipitadas
utilizando-se acetona. Em seguida, as proteinas foram ressuspendidas em tampao de amostra e
aplicadas em geis SDS-PAGE 12% (condi¢do redutora) para fracionamento por eletroforese. Uma
vez fracionadas, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose, que foram entédo
incubadas com uma solucéo de anticorpo policlonal anti-TGF-B1, reveladas por quimiluminescéncia e
documentadas. Controle negativo 1: meio condicionado por células CHO DG44 néo transfectadas.
Controle negativo 2: meio de cultivo Alfa-MEM. Padrdo de massa molecular: BenchMark™ Pre-
Stained Protein Ladder. kDa: quilodaltons.
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Figura 4.8 — Andlise da expressao de rhTGF-B1 presente nos meios condicionados
através deELISA para os clones superprodutores obtidos a partir da populagcdo mista
da familia B mantida na presenc¢a de 1.000nM de MTX. Os meios condicionados pelos clones
superprodutores gerados foram coletados apds 72h de condicionamento, sem MTX, e estocados a -
20°C, as células produtoras foram lavadas com PBS e contadas apés serem soltas da placa. Uma
vez descongelados, os meios foram utilizados para a realizagdo do ensaio de ELISA com o kit
especifico Human TGF-beta 1 DuoSet - R&D Systems. Com MTX representa, no gréafico, a populacdo
mista mantida na presenca de 1.000nM de MTX e as passagens, de 1 a 4, os cultivos dessa
populagdo mista na auséncia de MTX, antes do processo de selecdo clonal. A producgdo foi
normalizada dividindo-se a quantidade de proteina gerada por cada clone pela quantidade de células
presentes naquela populacao. [ ] — Quantidade, em pg, de TGF-B1 por mL de meio coletado.
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Figura 4.9 — Analise da expressdo de rhTGF-B1 presente nos meios condicionados
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através de Western blot para os clones superprodutores obtidos a partir da familia C
da populacdo mista mantida na presenca de 500nM de MTX. Os meios condicionados pelos
clones superprodutores gerados foram coletados apds 72h de condicionamento, na auséncia de
MTX, e estocados a -20°C.As células superprodutoras foram lavadas com PBS e contadas apos
serem soltas da placa. Uma vez descongelados, os meios condicionados tiveram as proteinas
precipitadas utilizando-se acetona. Em seguida, as proteinas foram ressuspendidas em tampao de
amostra e aplicadas em geis SDS-PAGE 12% (condicdo redutora) para fracionamento por
eletroforese. Uma vez fracionadas, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose,
que foram entdo incubadas com uma solucdo de anticorpo policlonal anti-TGF-B1, reveladas por
quimiluminescéncia e documentadas. Controle negativo 1: meio condicionado por células CHO DG44
nao transfectadas. Controle negativo 2: meio de cultivo Alfa-MEM. Padrdo de massa molecular:
BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder. kDa: quilodaltons.
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Figura 4.10 — Analise da expresséo de rhTGF-B1 presente nos meios condicionados
através deELISA para os clones superprodutores obtidos a partir da populagdo mista
da familia C mantida a 500nM de MTX.Os meios condicionados pelos clones superprodutores
gerados foram coletados apds 72h de condicionamento, na auséncia de MTX, e estocados a -20°C.
As células superprodutoras foram lavadas com PBS e contadas apés serem soltas da placa. Uma vez
descongelados, os meios foram utilizados para a realizacdo do ensaio de ELISA com o Kit
especificoHuman TGF-beta 1 DuoSet - R&D Systems. Com MTX representa, no gréfico, a populacéo
mista mantida na presenca de 1.000nM de MTX e as passagens, de 1 a 4, os cultivos dessa
populacdo mista na auséncia de MTX, antes do processo de selecdo clonal. A producdo foi
normalizada dividindo-se a quantidade de proteina gerada por cada clone pela quantidade de células
presentes naquela populagéo. [ ] — Quantidade, em pg, de TGF-B1 por mL de meio coletado.

Pode-se observar a perda de expressdo por meio das duas populacdes mistas
escolhidas, quando comparamos os dados de ELISA antes e depois da selecdo clonal.
Porém, quando comparamos a expressao dos clones gerados, a familia C parece muito

mais promissora, com células apresentando maiorexpressdo da proteina recombinante
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TGF-B1. Dessa maneira, os clones 6, 7, 8, 14 e 17 foram selecionados para as proximas
etapas. Para decidir qual deles, de fato, teria 0 meio condicionado utilizado para a
purificacdo da proteina e para os ensaios in vivo, um ensaio de atividade bioldgica in vitro foi

realizado, utilizando-se células A549, de carcinoma de pulmao.

4.5. Ensaio de atividade biolégica in vitro da proteina TGF-1

Células da linhagem A549de carcinoma de pulmdo humano foram utilizadas para
testar a atividade bioldgica da proteina rhTGF-B1 presente nos meios condicionados pelos
seis clones selecionados. Como descrito no item 3.18, essas células passam por um
processo de transicdo epitélio-mesénquima quando tratadas com TGF-B1. Os meios
coletados anteriormente, conforme descrito no item 4.4, foram utilizados também para esse
ensaio e a quantidade de proteina presente nos meios, determinada por ELISA,
apresentada nesse mesmo item, foi utilizada para calcular o volume de meio necessario
para o tratamento das células cancerigenas. As células A549 foram cultivadas emmeio
RPMI suplementado com 10% de SFB, em placas p60 até atingirem confluéncia de 70%,
quando entdo, tiveram seus meios trocados para RPMI suplementado com 5% de SFB e
volumes suficientes de meios condicionados pelos clones 6, 7, 8, 14 e 17 para uma
concentracdo final de 5ng/mL de TGF-B1. As culturas foram lavadas com PBS e as células
foram coletadas 48h ap0s o tratamento para a realizagdo do PCR em tempo real. O soro
fetal bovino (SFB) é utilizado como suplementacédo de meios para auxiliar no crescimento
das células, dessa maneira, como se espera que a proteina de interesse promova, nao s6
uma mudanca morfolégica nas células de carcinoma, mas também uma proliferacdo das
mesmas, a concentracdo do soro foi diminuida, para que ndo houvesse influéncia deste no
resultado do experimento. Células que passam pela transicéo epitélio-mesénquima ganham
maior mobilidade, ao sofrerem modificac6es na expressao de algumas proteinas de adeséo
celular. Nesse experimento, analisamos, através de PCR quantitativo em tempo real, a
expressdo de dois marcadores importantes para essa transicdo, a saber: E-caderina, um

marcador epitelial e N-caderina, um marcador mesenquimal. Esperava-se, entdo, que 0s
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niveis de expressdo E-caderina diminuissem, enquanto houvesse um aumento de N-
caderina nas células tratadas com TGF-B1. A expressao do gene GAPDH foi utilizada como

referéncia e os ensaios foram feitos em triplicata, biolégicas e técnicas.

N
T
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o
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(relativo ao GAPDH)
g

N-cad mRNA/E-cad mRNA

Meio condicionado

Figura 4.11 — Niveis de transcricdo do mRNA da proteina N-caderina com relagdo aos
niveis de transcricdo do mRNA da proteina E-caderina.TGF-B1 induz a Transigéo Epitélio-
Mesénquima, associada a alterac6es em células A549. AlteracBes na expressdo dos mRNAs de E-
cad e N-cad em células A459, ap6s a exposicdo ao TGF-B1 presente nos meios condicionados pelos
clones selecionados, avaliados por PCR em tempo real. O tratamento com TGF-B1 reduz os niveis
de expressdo de E-cad, enquanto aumenta os niveis de expressdo de N-cad. O meio Alfa-MEM
condicionado por células CHO DG44 produtoras da proteina eCG foi utilizado como controle negativo,
utilizando-se um volume correspondente ao maior volume utlizado de meio condicionado pelos
clones. A barra referente ao meio RPMI 5% SFB representa as células A549 que ndo receberam
tratamentos. Estatistica feita com o teste de Kruskal-Wallis e pés teste de Dunn. p<0,05.

Como, ap6s o tratamento com TGF-B1, os niveis de expressdo de E-cad sédo
reduzidos, enquanto aumentam-se 0s niveis de expressao de N-cad, quanto maiores 0s

valores da relagdo N-cad mRNA/E-cad mRNA pode-se dizer que maiores quantidades de

células sofreram a transicdo epitélio-mesénquima. Sendo assim, as proteinas dos meios
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condicionados que apresentaram, nesse ensaio, a maior capacidade de modificar as células
de pulmao, gerando um alto valor dessa relacdo, sdo aquelas com maior atividade bioldgica.
A partir da andlise do grafico, gerado por PCR quantitativo em tempo real (Figura 4.11),
temos o indicio de dois clones produzindo TGF-B1 com maiores niveis de atividade
biolégica, os clones 7 e 17. Levando em consideracdo os resultados obtidos no ensaio de
ELISA, representado pela figura 4.10, os niveis de producdo de TGF-f1 sdo maiores no
clone 17 do que no clone 7. Este resultado, juntamente com o ensaio de atividade biolégica
in vitro, nos levou a escolher o clone 17 para a producdo da proteina a ser purificada e

utilizada para a execucao do ensaio de atividade biolégica in vivo.

4.6. Ensaio de atividade biolégica in vivo da proteina TGF-p1

Foram realizados trés ensaios independentes, em triplicata experimental, para
determinar a atividade biolégica in vivo do rhTGF-B1 produzido por células superprodutoras
do clone 17, como descrito no item 3.19. Foram feitas duas feridas no dorso de
camundongos Balb/c machos de dois meses de idade, tornados diabéticos através do
tratamento com o antibidtico estreptozotocina, que leva a destruicdo das células beta
produtoras de insulina, ou ndo-tratados (controle). Essas feridas foram tratadas com 5ug de
rhTGF-B1 para testar a capacidade de regeneracao tecidual dessa proteina. Como controle
positivo, foi utilizada a proteina rhPDGF produzida e purificada previamente pelo nosso
grupo, e que ja teve sua atividade biol6gica testada em ensaios anteriores. Cada animal
com uma ferida tratada com as proteinas de interesse teve a ferida do lado contralateral
como controle negativo, sendo aplicado nessa o veiculo no qual as respectivas proteinas

sao solubilizadas.
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Figura 4.12 — Aspecto macroscoépico e histolégico de animais (camundongos Balb/c)
normais (ndo diabéticos), ndo tratados com fatores peptidicos de crescimento e
diferenciagao. Foi provocada uma lesdo, com a ajuda de um punch de biépsia no animal. Em todos
0s animais desse grupo, a lesdo ndo recebeu tratamento algum, para que fosse um controle da pele
lesada. Os animais foram mantidos por nove dias apds o tratamento, sendo o dia 1 considerado como
o dia em que as lesdes foram provocadas. Apds esse periodo, os animais foram eutanasiados, as
lesGes foram fotografadas e coletadas para fixacdo e inclusdo em parafina. A pele ao lado da ferida
ndo tratada também foi coletada para ser utilizada como controle da histologia da pele nado lesada.
Cortes histologicos (de 5um de espessura) foram obtidos a partir dos blocos de parafina com o auxilio
de um micrétomo. Esses cortes foram colocados em laminas para posterior coloragdo com
Hemaoxilina-Eosina e Tricbmio de Masson. Pele normal controle corada com Hematoxilina-Eosina (1-
A) e Tricrdbmio de Masson (1-A’) exibindo a epiderme (seta), derme (d), foliculo piloso (fp), hipoderme
(h) e musculo (m). Pele normal com ferida sem tratamento, corada com Hematoxilina-Eosina (2-B) e
Tricrdmio de Masson (2-B’) mostrando area da ferida (af). Aumento 10X. Tamanho da barra = 500uM.
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Figura 4.13 — Aspecto macroscoépico e histoldgico de animais (camundongos Balb/c)
diabéticos, ndo tratados com fatores peptidicos de crescimento e diferenciacéo. Foi
provocada uma lesdo, com a ajuda de um punch de biopsia no animal. Em todos os animais desse
grupo, a lesdo néo recebeu tratamento algum, para que fosse um controle da pele lesada. Os animais
foram mantidos por nove dias apés o tratamento, sendo o dia 1 considerado como o dia em que as
lesBes foram provocadas. Apés esse periodo, os animais foram eutanasiados, as lesfGes foram
fotografadas e coletadas para fixacdo e inclusdo em parafina. A pele ao lado da ferida ndo tratada
também foi coletada para ser utilizada como controle da histologia da pele ndo lesada. Cortes
histoldgicos (de 5pm de espessura) foram obtidos a partir dos blocos de parafina com o auxilio de um
micrétomo. Esses cortes foram colocados em laminas para posterior coloragdo com Hemaoxilina-
Eosina e Tricobmio de Masson. Pele diabética controle corada com Hematoxilina-Eosina (1-A) e
Tricrébmio de Masson (1-A’) exibindo a epiderme (seta), derme (d), foliculo piloso (fp) e musculo (m).
Pele diabética com ferida sem tratamento, corada com Hematoxilina-Eosina (2-B) e Tricrobmio de
Masson (2-B’) mostrando a area da ferida (af). Aumento 10X. Tamanho da barra = 500uM.
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Figura 4.14 — Efeito da proteina rhPDGF-BB em animais (camundongos Balb/c),
nomais (ndo diabético). Em cada animal, duas lesdesas foram provocadas, com a ajuda de um
punch de biopsia. Em todos os animais desse grupo, a lesdo da direita recebeu o tratamento com a
proteina rhPDGF-BB enquanto a lesdo da esquerda recebeu apenas a solugao tampao de purificacéo
(20mM Tris-ClI + 400mM NaCl). Os animais foram mantidos por nove dias apds o tratamento, sendo o
dia 1 considerado como o dia em que as lesBes foram provocadas. Apés esse periodo, 0s animais
foram eutanasiados, as lesBes foram fotografadas e coletadas para fixagdo e inclusdo em parafina.
Os blocos de parafina foram cortados com o auxilio de um micr6tomo e os cortes (de 5um de
espessura) foram colocados em laminas para posterior coloragdo com Hemaoxilina-Eosina e Tricémio
de Masson. Pele de animal normal controle, ferida tratada com solugdo tampdo corada com
Hematoxilina-Eosina (1-A) e Tricromio de Masson (1-A’) exibindo a epiderme (seta), derme (d),
foliculo piloso (fp) e area da ferida (af). Pele normal com ferida tratada com 5ug de rhPDGF-BB,
corada com Hematoxilina-Eosina (2-B) e Tricrdmio de Masson (2-B’) mostrando area da ferida (af).
Aumento 10X. Tamanho da barra = 500uM.
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Figura 4.15 — Efeito da proteina rhPDGF-BB em animais (camundongos Balb/c),
diabéticos. Em cada animal, duas lesdes as foram provocadas, com a ajuda de um punch de
biopsia. Em todos os animais desse grupo, a lesdo da direita recebeu o tratamento com a proteina
rhPDGF-BB enquanto a lesé&o da esquerda recebeu apenas a solucéo tampéo de purificacdo (20mM
Tris-Cl + 400mM NaCl). Os animais foram mantidos por nove dias apés o tratamento, sendo o dia 1
considerado como o dia em que as lesdes foram provocadas. Apds esse periodo, os animais foram
eutanasiados, as lesGes foram fotografadas e coletadas para fixacdo e inclusdo em parafina. Os
blocos de parafina foram cortados com o auxilio de um micrétomo e os cortes (de 5um de espessura)
foram colocados em laminas para posterior coloragdo com Hemaoxilina-Eosina e Tricbmio de
Masson. Pele de animal diabético, ferida tratada com solu¢do tampdo corada com Hematoxilina-
Eosina (1-A) e Tricrdmio de Masson (1-A’) exibindo a epiderme (seta), derme (d), foliculo piloso (fp) e
area da ferida (af). Pele normal com ferida tratada com 5ug de rhPDGF-BB, corada com
Hematoxilina-Eosina (2-B) e Tricrdmio de Masson (2-B’) mostrando area da ferida (af). Aumento 10X.
Tamanho da barra = 500pM.
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Figura 4.16 — Efeito de rhTGF-B1 em lesGes provocadas em animais (camundongos
Balb/c) normais (n&o diabéticos). Em cada animal, foram feitas duas lesdes, com a ajuda de um
punch de biopsia.Em todos os animais desse grupo, a leséo do lado direito recebeu o tratamento com
a proteina rhTGF-B1, enquanto a lesédo do lado esquerdo recebeu meio a-MEM condicionado por
células CHO DG44 nao-produtoras de TGF-B1. Os animais foram mantidos por nove dias apés o
tratamento, sendo o dia 1 considerado como o dia em que as lesdes foram provocadas. Apds esse
periodo, os animais foram eutanasiados, as feridas foram fotografadas e coletadas para fixacdo e
inclusdo em parafina. Os blocos de parafina foram cortados com o auxilio de um micrétomo e os
cortes (de 5um de espessura) foram colocados em l|aminas para posterior coloragcdo com
Hemaoxilina-Eosina e Tricbmio de Masson. Pele de animal normal controle, ferida tratada com meio
a-MEM condicionado por células CHO DG44 néo-produtoras de TGF-B1 corada com Hematoxilina-
Eosina (1-A) e Tricrdmio de Masson (1-A’) exibindo a epiderme (seta), derme (d), foliculo piloso (fp) e
area da ferida (af). Pele de animal normal com ferida tratada com 5ug de rhTGF-B1, corada com
Hematoxilina-Eosina (2-B) e Tricromio de Masson (2-B’) mostrando a area da ferida (af). Aumento
10X. Tamanho da barra = 500uM.
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Figura 4.17 — Efeito de rhTGF-B1 em lesGes provocadas em animais (camundongos
Balb/c) diabéticos. Em cada animal, foram feitas duas lesdes, com a ajuda de um punch de
biopsia.Em todos os animais desse grupo, a lesdo do lado direito recebeu o tratamento com a
proteina rhTGF-B1, enquanto a lesdo do lado esquerdo recebeu meio a-MEM condicionado por
células CHO DG44 nao-produtoras de TGF-B1. Os animais foram mantidos por nove dias apés o
tratamento, sendo o dia 1 considerado como o dia em que as lesdes foram provocadas. ApGs esse
periodo, os animais foram eutanasiados, as feridas foram fotografadas e coletadas para fixacdo e
inclusdo em parafina. Os blocos de parafina foram cortados com o auxilio de um micrétomo e os
cortes (de 5um de espessura) foram colocados em l|aminas para posterior coloragcdo com
Hemaoxilina-Eosina e Tricbmio de Masson. Pele de animal diabético, ferida tratada com meio a-MEM
condicionado por células CHO DG44 nao-produtoras de TGF-B1 corada com Hematoxilina-Eosina (1-
A) e Tricromio de Masson (1-A’) exibindo a epiderme (seta), derme (d), foliculo piloso (fp) e area da
ferida (af). Pele de animal diabético com ferida tratada com 5ug de rhTGF-B1, corada com
Hematoxilina-Eosina (2-B) e Tricromio de Masson (2-B’) mostrando a area da ferida (af). Aumento
10X. Tamanho da barra = 500uM.

4.7. Purificagdo parcial da proteina TGF-$1
A purificag@o parcial da proteina produzida foi realizada levando em consideracéo
uma caracteristica presente em todas as proteinas da famiia TGF-, um dominio de ligacao

a heparina. Para tanto, utilizamos uma estratégia de purificacdo por afinidade, com uma

coluna de heparina, como descrito no item 3.18. A proteina foi eluida apds a lavagem da
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coluna com um gradiente salino. O cromatograma resultante desse experimento encontra-se

abaixo:
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Figura 4.18 — Cromatograma resultante do processo de purificacdo de rhTGF-B1 com
a coluna HiTrap™ Heparin HP. O eixo da abscissa representa as fracdes eluidas na
cromatografia e o eixo da ordenada, a absorbancia, & 280nm, dessas fracbes (em mAU). A
condutividade do sal (em mS/cm) utilizado na eluicdo, o NaCl, é representada pela linha pontilhada

marrom.

Apbés o0 processo cromatografico, as fracdes resultantes foram coletadas e

processadas para confirmar da presenca da proteina e seu tamanho por meio de dot e

western blots e para a sua quantificagdo por ELISA especifico. Um outro gel SDS-PAGE,
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com amostras semelhantes as aplicadas para o experimento de western blot, foi gerado e
corado com Coomassie Brilliant Blue, para checar a pureza das amostras. Um grafico
representativo foi gerado, com as quantidades de rhTG-B1 liberadas a cada fracdo e no
meio condicionado injetado, inicialmente, na coluna cromatogréafica. Os resultados dessas

analises estéo representados abaixo, na figura 4.16.
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Figura 4.19 — Experimentos p6s cromatografia para confirmar a presenca da proteina
rhTGF-B1 nas fragdes eluidas das diferentes etapas do processo cromatografico bem
como a sua quantificacéo. Os eluatos obtidos na purificagido de rhTGF-B1 através do sistema de
HPLC foram utilizados para experimento de dot blot (A) e aplicados em géis de poliacrilamida e
submetidos a fracionamento em géis SDS-PAGE, como descrito no item 3.14.2. Esses foram, entao,
corados com Coomassie Brilliant Blue (C) ou tiveram as proteinas transferidas para membranas de
nitrocelulose para experimentos de western blot (B). Padrdo de massa molecular: BenchMark™ Pre-
Stained Protein Ladder. kDa: quilodaltons. Os eluatos também foram avaliados quanto a quantidade
de rhTGF-B1 presente por meio de um ELISA especifico (C), que é representada no grafico em ng/mL
de cada fracdo coletada. Para o experimento de dot blot foram aplicados a membrana de
nitrocelulose 20 amostras, do pogo Al até D5 em ordem: tampéao de eluigdo utilizado na purificacao;
flowthrough; wash (correspondente a fracdo A7); fracBes A9 e Al0; fracdes All e Al2; fragBes de
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B12 até B2; fragcdes Bl e C1; fracdes C2 e C3; fragBes C4 e C5 e o meio condicionado utilizado na
purificacdo, aMEM 72h — Clone 17.

As analises dos resultados obtidos nessa primeira purificacdo indicaram que as
proteinas estavam se agregando. Esse fato nos levou a preparar mais um experimento de
purificacdo, dessa vez, adicionando, ao tampdo de eluicdo, 6M de Ureia, um agente

caotrépico. O cromatograma desse experimento encontra-se abaixo:
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Figura 4.20 — Cromatograma resultante do segundo processo de purificacdo de
rhTGF-B1 com a coluna HiTrap™ Heparin HP e adicdo de 6M de ureia ao tampé&o de
eluicdo. O eixo das abscissas representa as fragdes eluidas na cromatografia e o eixo das

ordenadas, a absorbancia, a 280nm, dessas fracdes (em mAU). A condutividade do sal (em mS/cm)
utilizado na eluicdo, o NaCl, é representada pela linha pontilhada marrom.
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Apbés esse segundo processo cromatografico as fragbes resultantes foram
novamente coletadas e processadas para confirmar da presenca da proteina nos eluatos

por meio de dot e para a sua quantificacdo por ELISA especifico.
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Figura 4.21 — Experimentos feitos apds a segunda cromatografia para confirmar a
presenca da proteina rhTGF-B1 nas fragoes eluidas das diferentes etapas do processo
cromatogréafico bem como a sua quantificagdo. Os eluatos obtidos na purificagdo de rhTGF-
1 através do sistema de HPLC foram utilizados para experimento de dot blot (A). Foram aplicados a
membrana de nitrocelulose 14 amostras, do po¢o Al até D2 em ordem: tamp&o de eluicdo utilizado
na purificacdo; flowthrough; wash (correspondente a fracdo A7); fracdes de All até B10; fracBes B9
até B6 (em um Unico poco); fracdes B5 até B3 (em um Unico poco); fracbes C1 até C3 (em um Unico
poco) e 0 meio condicionado utilizado na purificagdo, aMEM 72h — Clone 17.0s eluatos também
foram avaliados quanto a quantidade de rhTGF-B1 presente por meio de um ELISA especifico (C),
gue é representada no grafico em ng/mL de cada fracéo coletada.
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5. DISCUSSAO

Os tecidos do corpo sofrem lesdes constantemente, lesdes essas que causam a
destruicdo de componentes extracelulares, morte de células, perda da integridade de vasos
sanguineos, dentre outros. Mas, esse processo de injaria também € responséavel pelo
desencadeamento de uma cascata de eventos que culminam na promoc¢ao da regeneragao
e no reparo tecidual (MARTIN; LEIBOVICH, 2005). Esses eventos envolvem uma série de
mecanismos, que se sobrepdem ao longo do processo de regeneragdo, sendo regulados
pela acdo equilibrada de fatores de crescimento, citocinas e proteases, 0os quais levam a
migragdo, proliferacéo e diferenciagdo das células envolvidas, bem como a formagéo de
uma nova matriz extracelular (TAKEO; LEE; ITO, 2015). Entretanto, em alguns casos, esse
processo € prejudicado, ndo ocorrendo de maneira coordenada e bem definida,
aumentando, consideravelmente, a duracdo da fase inflamatéria, o que prejudica a
restauracdo da anatomia e da integridade funcional desse tecido ou 6rgdo. Nesse caso, a
ferida € denominada como sendo cronica. Apesar do exato mecanismo que leva a
patogénese e o0 surgimento dessas feridas ainda ndo estar completamente esclarecido,
fatores fisiopatoldgicos de risco, como a hipodxia, alteracdo do pH e infec¢des bacterianas,
sdo bem conhecidos (SCHREML et al., 2010). O Diabetes Mellitus (DM) pode levar a
problemas na cicatrizacdo (escaras, Ulceras de dificil cicatrizacdo e o chamado pé
diabético), afetando um ou mais mecanismos bioldgicos desse processo. Esse dano pode
ser desencadeado por inumeros fatores, dentre 0s quais 0S mais comuns sdo a
hiperglicemia, inflamag¢des cronicas, disfuncdes macro- e microcirculatorias, hipdxia e
sinalizacdo neuropeptidica prejudicada (BALTZIS; ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014).

O aumento da incidéncia de DM e da obesidade na populagéo, juntamente com seu
crescente envelhecimento, sdo fatores prejudiciais a regeneracao, levando a necessidade
do desenvolvimento de terapias especificas para a Regeneracdo Tecidual (SEN et al.,

2009). A maior parte dosmedicamentos desenvolvidos para esse fim consistem na terapia

com fatores peptidicos de crescimento e diferenciagdo celular, que cresceu 3,4% no
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mercado global em 2013, estimando-se que devera crescer ainda mais, a uma taxa superior
a 25% até o ano de 2021. Alguns medicamentos, ainda em fase de desenvolvimento, tém
como principio ativo fatores peptidicos como: PDGF-BB (Platelet-Derived Groth Factor) -
BioChaperone PDGF-BB, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor - Fator de crescimento
vascular endotelial) - Amnion-derived Cellular Cytokine Solution, HGF (Hepatocyte Growth
Factor - Fator de crescimento do hepatécito) - ChronSeal. Além desses, muitos outros
fatores tem sido utilizados, com uma enorme variedade de indica¢cBes e, em sua maioria, de
uso tépico, visando a melhoria no tempo de reparo e no reparo em si (ZIELINS et al., 2015).

Visando esse mercado em ascensdo, n0osso grupo possui uma soélida linha de
pesquisa na producdo de proteinas recombinantes (COLIN et al., 2008), muitas das quais
sdo fatores peptidicos de crescimento/diferenciacdo, de interesse terapéutico e
biotecnologico para uso na Terapia Molecular de doencas humanas e de animais e na
Engenharia de Tecidos moles e 0Osseos. Utilizando diferentes sistemas de expressao
heter6loga (bactérias, baculovirus/células de inseto (BEVS) e células de mamiferos) ja
foram produzidos rhFGF2 (Fibroblast Growth Factor 2 — Fator de crescimento do Fibroblasto
2), rhPDGF-BB, rhVEGF, rhBMPs (Bone Morphogenetic Proteins — Proteinas
morfogenéticas de 0sso) e rhTGF-B1 (Transforming Growth Factor $1) ou estdo em fase de
producdo, como é o caso do rhTGF-B3. Estes fatores peptidicos sdo essenciais no reparo
de tecidos moles, com excecdo das BMPs, encontradas apenas no processo regenerativo
de ossos, podendo ser combinados em um Unico coquetel a ser aplicado em feridas
cronicas, facilitando e diminuindo o tempo do fechamento das mesmas. Assim, a producao
da proteina de interesse para o presente trabalho (rhTGF-B1), pode fazer parte de um
projeto maior de combinacdo desses fatores, na forma de um coquetel, para uma terapia de
Regenerac¢éo Tecidual guiada, sendo utilizado como biofarmaco.

A sequéncia codificadora completa da proteina TGF-B1 foi obtida no Banco de Dados
de nucleotideos do NCBI, para o correto desenho do par de primers a ser utilizado na
reacdo de amplificacdo por PCR. Os primers foram desenhados de forma a conter os sitios

de restricdo desejados (5-EcoRl e 3’- Nhel) em suas extremidades e acrescentar a
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sequéncia de Kozak. A regido amplificada contém sitios do peptideo sinal, do TGF-B1
maduro, a parte do peptideo que vai, efetivamente, se ligar aos receptores de membrana,
gerando a cascata de sinais, e a regido do peptideo associado a laténcia (LAP — latency-
associated peptide). O peptideo sinal € responsavel pelo enderecamento da proteina para o
reticulo endoplasmatico, onde é clivado, jaA o LAP ¢é essencial para a manutencéo da laténcia
da proteina no meio extracelular. Essa associagcdo da proteina madura ao LAP é chamada
Complexo Pequeno de Laténcia (SLC — Small Latency Complex) (WILBERS et al., 2016).
Além disso, a presenca do LAP, também chamado de pré-regido, facilita o dobramento
correto do peptideo maduro e a secrecdo do complexo pequeno de laténcia (FAIRLIE et al.,
2001).

A escolha do vetor de expressdo (pNU1) se deu pelo fato da presenga, nesse vetor,
de alguns elementos importantes para a expressao da proteina de interesse e para facilitar a
selecdo de células transfectadas com a construcao pNU1/TGF-31, facilitando a geragéo de
clones superprodutores. A funcionalidade desses elementos é explorada em momentos
diferentes da geracdo dos clones. Na etapa de transformagdo de bactérias com a
construcdo pNUL/TGF-B1, a presenga de uma sequénciaAmpR, com replicagdo
independente associada a presenca de uma sequéncia Ori — origem de replicagdo, confere
resisténcia ao antibidtico ampicilina, sendo importante para a selecdo daquelas bactérias
gue receberam o vetor. H4, também, uma sequéncia interna de ligacdo do ribossomo, IRES,
situado a frente do cDNA da enzima DHFR, permitindo a expressao concomitante do cDNA
de interesse (rhTGF-B1), com o cDNA de selecdo (DHFR) em um RNA bicistronico. Ambos
os cDNAs estdo sob controle do promotor hibrido CAG, que combina um elemento enhancer
de citomegalovirus (CMV) e o promotor da beta-actina de galinha. A utilizacdo de
promotores fortes como o de CMV, utilizado para construir o vetor de expressédo pNU1, j4 foi
descrita como estratégia promissora para aumentar os niveis de transcricdo do RNA
mensageiro (DEER; ALLISON, 2004).

A enzima diidrofolato redutase (DHFR) catalisa a reducdo de diidrofolato a

tetraidrofolato e, em niveis menos significativos, de acido folico a diidrofolato. Estes
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subprodutos sdo vitais para as células, participando de diferentes vias biossintéticas,
incluindo a sintese de purinas (CARIO et al., 2011). As células CHO DG44, utilizadas no
presente trabalho, para a expressao de TGF-B1, sdo deficientes para a producédo de DHFR,
0 que possibilita a selecdo de clones produtores por meio de um sistema de
complementacdo génica, uma vez que a sequéncia codificadora de DHFR se encontra no
vetor pNU1. Na auséncia dessa enzima, essas células ndo séo capazes de sobreviver
gquando mantidas em meios sem nucleosideos, como aquele utilizado para a manutencao
das populac¢des transfectadas com a constru¢cdo pNU1/TGF-B1, conforme descrito no item
3.9. O MTX é um inibidor competitivo da enzima DHFR, diminuindo os niveis dos principais
doadores de grupos metil durante a sintese de timidilato e, como consequéncia, de purinas.
Essa inibicdo causa, portanto, danos na sintese e no reparo do DNA, bem como na
replicagdo celular (CHIBBER et al., 2011). Assim, na presenca de MTX, crescem apenas
aquelas células que possuem essa construcdo, com a sequéncia génica correspondente a
enzima DHFR. Como o cassete de expressdo de dhfr e do sitio maltiplo de clonagem (MCS)
do vetor, onde se encontra a sequéncia de TGF-B1, estdo sob o controle transcricional do
mesmo promotor, o produto de interesse, clonado no MCS, é expresso na mesma
propor¢do, quando comparado a dhfr. Além de selecionar células com maior numero de
cOpias do cassete de expressao, o tratamento com concentracdes crescentes de MTX pode
promover a amplificacdo génica desse vetor, 0 que potencializa o processo de selecdo
daquelas células produtoras de maiores quantidades de DHFR e, consequentemente, da
proteina TGF-B1 de interesse (LUCAS et al., 1996).

As células de mamiferos, como a CHO DG44, sdo capazes de sintetizar proteinas
com grande similaridade aquelas produzidas em humanos no que diz respeito a
propriedades bioquimicas e estruturas moleculares. Por esse motivo, em 2011, j& eram mais
de 50% as proteinas terapéuticas recombinantes aprovadas e distribuidas no mercado,
produzidas através da utilizacdo de células de mamiferos como plataforma de expressao
(ZHU, 2012). Além disso, o uso de marcadores seletivos como a enzima DHFR, por meio da

estratégia de complementacao génica, tem sido explorado para maior eficiéncia e rapidez na
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obtencdo de proteinas terapéuticas (CACCIATORE; CHASIN; LEONARD, 2010). Nesse
cenario, a células de ovéario de hamster chinés (CHO - Chinese hamster ovary) séo
amplamente utilizadas para a obtencéo de proteinas recombinantes por apresentarem uma
série de vantagens. Ao longo de décadas, essa linhagem celular tem se mostrado um
hospedeiro seguro para a producdo de biofarmacos, o que facilita a aprovacdo desses
produtospelos érgaos regulatérios, para sua liberacdo ao mercado. As células CHO também
sdo capazes de adicionar, eficientemente, modificacdes pés traducionais, como glicolisacao,
nas proteinas produzidas, o que as torna mais compativeis com aquelas produzidas
naturalmente, bem como mais ativas biologicamente. Apesar de todas as vantagens, as
células de mamiferos séo conhecidas pela baixa capacidade de producédo das proteinas de
interesse, 0 que, no caso da CHO, pode, facilmente, ser contornada pela utilizacdo da
estratégia de complementacdo génica ja esclarecida (KIM; KIM; LEE, 2012). Assim, tendo
em vista as vantagens citadas, as células utilizadas no presente trabalho, CHO DG44, séo
modificadas, em relacdo a linhagem parental CHO, por ndo apresentarem o gene dhfr
funcional, foram escolhidas para se alcangar maiores niveis de producédo da proteina rhTGF-
B1. E importante ressaltar, também, a importante escolha de utilizagdo do vetor de
expressao pNUL, construido pelo nosso grupo, ja que esse complementa a escolha do
hospedeiro selecionado, além de adicionar vantagens extras para o sucesso da producao.
As populac6es mistas resistentes as doses crescentes do quimioterapico MTX foram
testadas quanto ao seu nivel de producéo de rhTGF-B1 através de um ELISA especifico
para essa proteina. Através dessa analise, foram selecionadas duas familias, denominadas
B e C, de populagBes mistas com maiores niveis de expressdo. Dentre essas familias, as
populacdes mistas submetidas as concentracdes de 1.000 e 500nM de MTX, das familias B
e C respectivamente, se mostraram mais produtoras, atingindo niveis de 1,54ug/mL para a
populacdo da familia B e 1,35ug/mL para a da familia C. Essas populacdes, utilizadas entao
para a selecao de clones superprodutores, foram, antes do inicio do processo, submetidas a
retirada da pressdo seletiva imposta pelo metotrexato. A partir desse momento, foi

observada uma diminuicdo de aproximadamente 6 e 2,3 vezes no nivel de producdo das
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populacdes de B e C, respectivamente. Logo, a familia B, que teve maiores quedas na
producdo, ndo foi, por esse motivo, utilizada para seguir com 0s experimentos. Essa
diminuicéo, deve-se, provavelmente, ao fato de que nem todos 0s cassetes de expresséao se
integraram na célula hospedeira de forma estavel. Apesar disso, a produgédo dos clones
superprodutores gerados superou esses valores, 0 que pode ser explicado pelo fato de que
a producdo das populacdes mistas € considerada uma média da producdo de cada clone
pertencente a essa populacdo. Dos cinco clones escolhidos para seguir com o0s
experimentos, ou seja, os clones 6, 7, 8, 14 e 17, 0 mais produtor atingiu uma concentracao
de 2,28mg/L da proteina de interesse. Essa concentragdo final mostrou-se semelhante a
alguns resultados encontrados na literatura para a producdo dessa mesma proteina em
sistemas semelhantes de expressao. Niveis de rendimento variando entre menos de
1,0mg/L, em produgbes que utilizaram o cDNA de TGF-B1 sem qualquer alteragéo, até
30mg/L, em sistemas de superexpressao, foram reportados (ZOU; SUN, 2004). Portanto,
pode-se dizer que a producdo da proteina de interesse obtida nesse trabalho, atingiu niveis
compativeis com aqueles previamente descritos, porém, essa produgdo ainda pode ser
melhorada.

Avaliar a atividade biologica da proteina recombinante por meio de ensaios in vitro é
um passo essencial para evitar o uso direto de animais de experimentacdo, evitando o
desperdicio de vidas. No caso do TGF-B1, sabe-se que a proteina é responsavel por causar,
em células de carcinoma de pulmo A549, uma transicao epitélio-mesénquima (LU et al.,
2018). Nessa transi¢cdo, ocorre a mudanca nos niveis de expressao de algumas proteinas
envolvidas no mecanismo de adesédo célula-célula, duas das quais sdo E-caderina e N-
caderina. Assim, os niveis de mRNA dessas duas proteinas foram medidos, por meio de
RT-PCR em tempo real, apés o tratamento com os meios condicionados pelos cinco clones
selecionados, como descrito por Liu e colaboradores (LIU et al., 2013). Foi possivel observar
gue a proteina produzida (rhTGF-B1) possui atividade bioldgica, tendo sido capaz de induzir
a transicdo epitélio-mesénquima nas células A549. Apesar das grandes barras de erro

observadas no grafico apresentado no item 4.5, consideramos que a proteina produzida
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pelo clone 17, escolhido para seguir com o0 ensaio in vivo, demonstrou atividade biolégica
satisfatéria, tendo sido escolhido por ser o clone que apresentava células com melhor
morfologia, quando comparadas aos outros clones. Até aqui, os resultados obtidos indicam
que a proteina foi produzida em niveis satisfatorios e que possui atividade biolégica in vitro,
sendo plausivel sua utilizacé@o para teste in vivo.

Para avaliagdo da atividade bioldgica in vivo, foi utilizado um modelo de incisdo em
dorso de camundongos, como descrito em 3.19, sendo que as feridas foram provocadas
tanto em camundongos sadios como diabetizados. Sabe-se que a cicatrizacdo em
individuos diabéticos € comprometida, sendo mais demorada do que em individuos sadios,
motivo que nos levou a utilizagéo de animais com essa condigdo para os testes de atividade
biol6gica do TGF-B1 produzido pelo clone 17. A proteina rhPDGF-BB foi utilizada como um
controle positivo da regeneragéo, ja que, como o TGF-f1, ja foi descrita como um fator de
aceleracao do fechamento das feridas (EVROVA; BUSCHMANN, 2017). Além disso, como
foi produzida pelo nosso grupo, sua atividade biolégica ja havia sido comprovada em
estudos anteriores. As imagens histoldégicas e macroscépicas das feridas dos camundongos
utilizados nesse trabalho sdo demonstrativas, estando de acordo com os resultados obtidos
para os outros animais de todos os grupos descritos para esse experimento. Pudemos
observar, tanto nas imagens das feridas, quando na analise histol6gica, que houve uma
melhora na cicatrizacdo das feridas tratadas com rhTGF-$1 e com rhPDGF-BB. Em ambos
os casos, foi possivel observar a formacdo de uma quantidade maior de tecido de
granulacdo e uma maior presenca de fibras colagénicas, demonstradas pela coloragcdo com
tricdbmio de masson, quando comparado as feridas nao tratadas.

Para o grupo controle do experimento de atividade biolégica de rhTGF-1 in vivo, foi
realizada histologia da pele de camundongos normais e diabetizados bem como da ferida
gerada néo tratada, o que permitiu observar e descrever as estruturas que compdem a pele
destes animais em condi¢des normais e cicatrizadas ao final de 9 dias. Na figura 4.12 - A
observa-se o tecido normal corado com Hematoxilina-Eosina destacando as camadas da

pele como a epiderme (seta) camada mais superficial composta por tecido epitelial
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estratificado queratinizado, logo abaixo apresenta-se a derme (d) que € composta de tecido
conjuntivo onde se inserem os anexos da pele como foliculos pilosos (fp) e, mais
profundamente, ainda é possivel observar a hipoderme (hd) camada composta por tecido
adiposo e conectivo, seguida pela camada de musculo liso (m). Na figura 4.12 - A' observa-
se a pele normal em coloragdo com Tricrbmio de Masson onde se destaca o tecido
conjuntivo da derme, tendo corado em azul, as fibras coldgenas. Ao analisar a leséo na pele
normal apds 9 dias € possivel identificar a area da ferida em processo de reparo (Figura
412 - B e B’), com alta deposicdo de fibroblastos (af), a epiderme (seta) e no tecido
adjacente é possivel observar as estruturas ndo lesadas como a derme (d) e foliculos
pilosos (fp). Quando comparado a um animal normal, o tecido ndo lesado do animal
diabético (Figura 4.13 - A e A’) apresentou as camadas e estruturas normais da pele,
entretanto, ao analisar o tecido diabético lesado néo tratado apos 9 dias (Figura 4.13 - B e
B’), foi possivel observar a presenca da epiderme e menor proliferacdo de fibroblastos na
area lesada.

Ao analisar o grupo de animais normais que tiveram a lesdo (direita) tratada com o
fator de crescimento rhPDGF-BB (Figura 4.14 - B e B’) macroscopicamente foi possivel
observar melhora na cicatrizagdo, tanto quanto analisado a nivel histolégico. A ferida
apresentou menor regido reparada com a presenca de fibroblastos e tecido adjacente néo
lesado com as estruturas bem definidas em comparacéo a lesdo que foi tratada apenas com
solucdo tampédo (Figura 4.14 - A e A’). O mesmo ocorreu para os animais diabéticos que
receberam tratamento com o fator de crescimento (Figura 4.15 B e B’). Apds 9 dias, esses
aniamais apresentaram feridas macroscopicamente menores €, microscopicamente, um
tecido reparado com presenca de fibroblastos na area lesada, e maior presenca de colageno
marcado pela coloracdo de Tricrémio de Masson.

A andlise do grupo de animais normais que tiveram a leséo (direita) tratada com o
fator de crescimento rhTGF-B1 (Figura 4.16 B e B’) permitiu, macroscopicamente, que fosse
possivel observar uma maior e melhor cicatrizacdo ao final de 9 dias. A nivel histoldgico,

esse resultado permaneceu, sendo observada uma menor regido reparada com a presenca
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de fibroblastos e tecido adjacente ndo lesado com as estruturas bem definidas em
comparacao a lesdo que foi tratada apenas com solucdo tampéao (Figura 4.16 A e A’). O
mesmo pode ser observado nos animais diabéticos tratados com o fator de crescimento
(Figura 4.17 B e B’). Apés 9 dias, o tratamento foi eficaz e os animais apresentaram,
macroscopicamente, menor ferida e, microscopicamente, um tecido reparado com presenca
de fibroblastos na area e maior quantidade de coldgeno marcado pela coloracdo de
Tricrdbmio de Masson. Também, apresentou menor area de tecido cicatrizado quando
comparado ao controle negativo (Figura 4.17 Ae A’).

Esses resultados corroboram a literatura (MUSTOE et al.,, 1991; PIERCE et al.,
1992), que mostra a eficiéncia desses fatores em acelerar a cicatrizacdo de feridas
cutaneas. Dessa maneira, 0s testes in vivo confirmaram que a proteina rhTGF-B1 produzida
no presente trabalho possui atividade bioldgica in vivo, sendo capaz de acelerar a
regeneracgao tecidual, tendo, portanto, grande potencial de uso como biofarmaco na area de
Regeneracéo Tecidual.

Os resultados obtidos com o primeiro protocolo de purificagdo estabelecido
revelaram que as proteinas estavam se agregando ao passarem pela coluna
cromatogréfica. Podemos observar, na figura 4.19 B, que houve uma marcacéo, no western
blot, de uma proteina com tamanho muito superior ao apresentado pelo monémero de
rhTGF-1 marcado em todos os experimentos anteriores desse tipo. Além disso, a
qguantificacdo pelo ELISA n&o condiz com os resultados obtidos no experimento de dot blot
com os eluatos provenientes da purificagdo. Além de uma concentracdo maior de proteinas
ter sido encontrada nas frag6es quando comparadas ao meio utilizado para a purificagédo, as
fragcbes com maiores concentragcdes de rhTGF-B1 detectadas pelo ELISA ndo condizem com
0 pico de absorbéancia apresentado no cromatograma gerado (Figura 4.18). Por esse motivo,
resolvemos estabelecer um novo protocolo de purificagdo, utilizando um agente caotrépico,
a ureia, com a intensdo de que essas proteinas nao mais formassem aglomerados, sendo
possivel sua correta quantificagcdo. Ainda assim, a quantificacdo das proteinas presentes

nas fracdes eluidas, assim como com o primeiro protocolo de purificacdo, apresentou
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discrepancias quanto ao valor inicial de concentragdo do meio inicialmente carregado na
coluna cromatografica. Bem como encontramos dados que ndo corroboravam com o
resultado obtido no experimento de dot blot para essas fracbes. Esse, por sua vez, ia ao
encontro dos resultados apresentados pelo cromatograma, tendo pontos com coloragéo
mais forte compativeis com o pico de absorbancia gerado (Figuras 4.20 e 4.21). O gel de
poliacrilamida corado com Coomassie Brilliant Blue representado na figura 4.19 C mostra
gque a proteina ndo foi completamente purificada, apresentando quase a mesma quantidade
de bandas proteicas nas fraces eluidas quando comparadas ao que vemos ha canaleta em
que foi carregado o meio utilizado na purificacdo. Todos esses pontos, nos levam a
concluséo de que o processo de purificacdo ainda precisa ser melhor elaborado, pensando
em estratégias que acabem com a agregacao das proteinas durante o HPLC com coluna de
afinidade e pensando em processos adicionais, que sejam capazes de purificar ainda mais a

proteina.
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6. CONCLUSAO

Tendo em vista o Objetivo Geral deste projeto, pode-se concluir que o fator TGF-$1
recombinante humano foi satisfatoriamente produzido em células CHO DG44 de mamifero.
Além disso, foi desenvolvido um modelo animal para testar a eficacia do fator produzido
frente a Regeneracao Tecidual.

A proteina rhTGF-B1 produzida apresenta atividade biolégica in vitro e in vivo, sendo
capaz de acelerar a regeneracdo de feridas tratadas, quando comparadas aquelas nao
tratadas, sendo, portanto, um fator de grande potencial para a aplicacdo em terapias

guiadas de regeneragéo tecidual e Bioengenharia.
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7. PROXIMOS PASSOS

Alguns protocolos foram testados para a purificacdo da proteina rhTGF-B1 produzida,
porém, com baixa eficiéncia. Portanto, faz-se necessario, em um momento futuro, que a
purificacdo seja otimizada e padronizada, utilizando-se abordagens complementares.

Além disso, ap6s a completa purificacdo da proteina, sera necessario utilizar novos
testes in vitro e in vivo para a confirmacéo de que a proteina rhTGF-B1 purificada continua
apresentando resultados positivos nestesensaios.

A utilizacdo desse fator, no laboratério, em combinacdo com outros fatores de
crescimento produzidos também é um passo importante para o futuro. Aliado a producéo
GMP da proteina recombinante.

E de interesse, também, a transferéncia da tecnologia de producdo de rhTGF-B1
para empresas privadas, para que essa possa ser produzida de maneira mais controlada e
em maior escala, nos aproximando ainda mais do objetivo de utilizacdo desse fator na

Medicina Regenerativa.
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