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RESUMO 

 

Visando monitorar o comportamento celular durante a seleção, clonagem celular e 
análise de produtividade para elaboração de bancos de células altamente produtoras 
de proteínas recombinantes, foi desenvolvida uma plataforma de expressão 
heteróloga denominada Sistema Ingresso. Esse sistema se baseia em manipulação 
genética de células eucarióticas baseada em integração no genoma por transposase 
e seleção celular por marcador fluorescente, traduzido a partir de mRNA bicistrônico. 
A partir desse sistema, o objetivo deste trabalho foi realizar adaptações para aumentar 
os níveis de expressão do gene referente à proteína terapêutica de interesse Pró-
Trombina de forma a otimizar o processo de produção, obtendo assim as versões 
Sistema Ingresso 1.0 e 2.0. Para isso, testes de quantificação da proteína terapêutica 
de interesse Pró-Trombina foram realizados na presença de uma sequência 5’UTR 
(populações e clones - Sistema Ingresso 1.0), uma sequência 3’UTR e enhancers de 
promotores (populações - Sistema Ingresso 2.0) em cultivo Fed-batch de células 
ExpiCHO. A presença da sequência 5’UTR resultou em aumento da expressão de 
Pró-Trombina em testes iniciais de expressão em populações obtidas por 
enriquecimento por cell sorting para o marcador de seleção. Essa sequência 5’UTR 
foi então utilizada para a análise de expressão de Pró-Trombina em clones 
submetidos a cultivo Fed-batch em erlenmeyers e em microbiorreatores Ambr15. Esta 
população proveniente do Sistema Ingresso 1.0 apresentou títulos de Pró-Trombina 
de 0,24g/L em cultivo Fed-batch em erlenmeyers. Nesse mesmo experimento foram 
identificados clones promissores que apresentaram níveis maiores de proteína no final 
do experimento: 0,40g/L, 0,35g/L e 0,33g/L para os clones #28, #4 e #15, 
respectivamente. Em cultivo Fed-batch em microbiorreator Ambr15 foi possível 
observar que ambos os clones #28 e #4 também se apresentaram promissores, 
apresentando viabilidade acima de 80% no final do experimento e títulos de 0,27g/L e 
0,13g/L, respectivamente. Quando utilizada a sequência 3’UTR em conjunto com a 
sequência 5’UTR foi possível observar a tendência do aumento da expressão de Pró-
trombina nas populações obtidas, possivelmente incrementada na presença de 
sequências de enhancers de promotores. Novos testes devem ser realizados para fins 
de cálculos estatísticos e validação dos resultados encontrados, além de análises de 
integração e genômica e novas adaptações como alterações em meios de cultivo para 
a continuação desse trabalho. 

 

Palavras chave: proteínas terapêuticas; batelada alimentada; biofármacos. 
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ABSTRACT 
 

To monitor cell behavior during selection, cell cloning, and productivity analysis for 
highly therapeutic proteins productive cell banks development, a protein expression 
platform was developed, named Sistema Ingresso. This system consists of eukaryotic 
cells genetic manipulation based on genome integration by transposase and cell 
selection by fluorescent marker, translated from a bicistronic mRNA.The objective of 
this work was to make improvements to increase Pro-Thrombin, therapeutic protein of 
interest,  expression levels in populations and clones enriched by fluorescent selection 
marker named here as Sistema Ingresso 1.0 e 2.0. Productivity analysis related to 
5'UTR sequence (cell populations and clones – Sistema Ingresso 1.0), a 3'UTR 
sequence, and enhancers (cell populations – Sistema Ingresso 2.0) were analyzed In 
ExpiCHO cells. All experiments were performed in Fed-batch cultivation in 
Erlenmeryers or Ambr15 microbiorreactors. Initial 5'UTR analysis resulted in increased 
expression in enriched Sistema Ingresso 1.0 cell populations for fluorescent selection 
marker. Pro-thrombin production during Fed-batch cultivation in Erlenmeyers was 
0.24g/L for this cell population and some promising clones were identified, reaching 
0.40g/L, 0.35g/L, and 0.33g/L, clones 28, 4, and 15 respectively. Clones 28 and 4 were 
also promising in Pro-thrombin production during Fed-batch cultivation in Ambr15 
microbioreactors, which maintained high cell viability during the experiment and 
reached 0.27g/L and 0.13g/L final titles, respectively. It was observed a slightly Pro-
thrombin increased expression in 5’UTR combined with 3'UTR and enhancers 
sequences in initial experiments for Sistema 2.0 cell populations. Future analyses will 
be necessary for statistical calculations and validation, as well as genomic integration 
analyses and culture optimization, to improve Pro-Thrombin expression. 

Key words: therapeutic proteins; fed-batch cultivation; biopharmaceuticals. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Biotecnologia e a sua economia no Brasil e no mundo 

 

 A Biotecnologia é uma ciência definida como “aplicação tecnológica de 

sistemas biológicos, organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar 

produtos ou processos para utilização específica”, termo esse definido pela 

Convenção sobre Diversidade Biológica em 1992 e assumido pela República 

Federativa Brasileira pelo Decreto 2.519 (BRASIL, 1998).  

Devido a Biotecnologia estar presente em diferentes áreas de estudo, o seu 

uso resulta em atividades econômicas importantes para o desenvolvimento 

econômico do país, tanto que institui uma política de desenvolvimento nacional, 

sancionada desde 2007, com setores que são priorizados na Política de 

Desenvolvimento da Biotecnologia, sendo eles os setores da saúde humana, 

agropecuária, industrial e ambiental (Brasil, 2007). Dentre os setores mencionados, o 

setor da saúde humana apresenta uma área com maior destaque econômico mundial, 

a farmacêutica (IFPMA, 2017), que se deve ao constante crescimento dessas 

indústrias, apresentando cerca de 2% ao ano desde 2014, com expectativa de 

alcançar $20 bi em 2020, com um investimento econômico crescendo em média 3% 

até 2024 (EVALUATE, 2019; Dalgaard et al., 2013). 

Além das políticas públicas mencionadas, a demanda por medicamentos 

inovadores de melhor qualidade gera a necessidade de desenvolvimento dos 

mesmos. Os produtos farmacêuticos podem ser divididos em medicamentos químicos 

sintéticos e biofármacos onde este último, se baseia no uso de fontes biológicas para 

a produção (Rader, 2008). Há uma crescente demanda no mundo de biofármacos, 

cerca de 1% ao ano, gerando uma expectativa de consumo igual aos produtos 

convencionais para 2024 (EVALUATE, 2019). 

De acordo com o relatório Conta Satélite de Saúde Brasil 2010-2015, os gastos 

com saúde no Brasil corresponderam mais de R$ 546 bilhões; desse valor, 60% 

representam medicamentos biológicos, mostrando que o país apresenta alta demanda 

de consumo. O país produz medicamentos para tratamentos de 7 diferentes 

indicações farmacêuticas, porém essa produção é provinda de transferência de 

tecnologias implementadas por políticas públicas (Tabela 1.1), demonstrando que o 

desenvolvimento tecnológico nacional ainda é escasso (Salerno et al., 2018). Com 
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isso, surge a necessidade de domínio tecnológico para desenvolvimento de novos 

produtos, desenvolvendo assim novas tecnologias nacionais na área de biofármacos, 

visto que é uma área de crescente desenvolvimento econômico nacional. 

 

Tabela 1.1. Parcerias de desenvolvimento produtivo em biofármacos. 

Indicação Produto Parceiros Públicos Parceiros privados 

Oncológico 

Trastuzumabe 
Bahiafarma, Biomanguinhos, 

IVB 

Libbs, Mabxience, 

Orygen, Alteogen, 

PharmaPraxis 

Cetuximabe IVB, Biomanguinhos, Butantan 
Bionovis, Libbs, 

Maxience 

L-asparaginase Fiocruz 
NT Pharma, United 

Biotec 

Filgrastima Biomanguinhos Eurofarma 

Oncológico/Artrite 

Reumatóide 
Rituximabe IVB, Biomanguinhos, Butantan 

Bionovis, Libbs, 

Mabxience 

Artrite Reumatóide 

Adalimumabe 
Biomanguinhos, IVB, 

Bahiafarma 

Orygen, Alteogen, 

PharmaPraxis, Libbs, 

Mabxience 

Certolizumabe Biomanguinhos UCB Pharma, Meizler 

Etarnecepte 
IVB, Biomanguinhos, Butantan, 

Bahiafarma 

Bionovis, Libbs, 

Mabxience, Orygen, 

Alteogen 

Infliximabe IVB, Biomanguinhos Bionovis 

Diabetes Insulina Farmanguinhos Biomm, Indar 

Hormônio de Crescimento Somatropina Biomanguinhos, Funed Cristália, Pfizer 

Oncológico/Degeneração 

macular relacionado à idade 
Bevacizumabe 

Tecpar, Butantan, 

Biomanguinhos, IVB 

Biocad, Libbs, 

Mabxience, Orygen, 

Alteogen, Bionovis 

    

Imunoterapia 
Vacina 

Alergênica 
Bahiafarma Biocen. Salundinvest 

Total 7 17 

Fonte: Salerno et al., 2018. Adaptado. 
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1.2. Produção de biofármacos 

 

A comercialização de um novo medicamento depende de diferentes fases de 

desenvolvimento. Essas fases são normalmente conhecidas como pesquisa, 

desenvolvimento e aprovação (IFPMA, 2017). O nível de amadurecimento de um projeto 

de desenvolvimento tecnológico também pode ser avaliado pela métrica TRL (technology 

readiness levels), um sistema de medida que indica o nível de maturidade de qualquer 

tecnologia em desenvolvimento. A métrica TRL foi originalmente concebida na NASA 

(National Aeronautics and Space Administration - EUA) em 1974 e formalmente definida em 

1989. A métrica TRL apresenta 9 diferentes níveis de maturidade, sendo possível 

observar e acompanhar o desempenho do desenvolvimento do produto de uma forma 

mais ampla e que pode ser aplicado em diferentes áreas de desenvolvimento 

tecnológico (EARTO, 2014). A Figura 1.1 mostra o consenso atual das fases de TRL 

para produtos biológicos.   

  

 

Figura 1.1. Método TRL - Processo de desenvolvimento de um novo produto biológico. Fonte: 

EARTO, 2014. 

  

 Quando se é utilizada uma metodologia que permite o rastreamento do 

desenvolvimento de um produto desde a sua pesquisa até a sua finalização, é possível 

identificar, compreender e adaptar diferentes situações utilizando estratégias que 

permitam que o produto seja produzido e comercializado de forma segura. No 

desenvolvimento de um biofármaco, cerca de 65% do investimento é gasto no 

desenvolvimento do produto, constituído de fases clínicas, que são primordiais para a 

validação da eficácia do produto e consequente liberação para venda (IFPMA, 2017). 

A redução de custos pode ser realizada na fase de Pesquisa, por exemplo, no 
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desenvolvimento da linhagem celular utilizada levando em consideração alterações 

genéticas das células produtoras, estabilidade do transcrito, escolha do promotor 

utilizado e diferentes alterações pós-traducionais com o intuito de obter uma 

plataforma estável e altamente produtora (Davy et al., 2017).  

 

1.2.1. Linhagens celulares utilizadas na produção de biofármacos 

 

Diferentes linhagens celulares podem ser utilizadas para produzir o biofármaco 

de interesse (Tabela 1.2), na qual a engenharia genética é utilizada para a obtenção 

de células produtoras de medicamento específico (Salerno et al., 2018).  

 

Tabela 1.2. Células produtoras e seus respectivos produtos.  

Produto Organismo/Espécies Referência 

Bioativos 
E. coli; S. cerevisiae; bactérias; 

fungos; leveduras; actinomicetos; 

Chemier et al., 2009; Pickens et al., 

2011; Siddiqui et al., 2012; 

Baltz, 2016. 

Pequenas moléculas E. coli Lee et al., 2012. 

Proteínas e 

biofármacos 

Bactéria, fungos, leveduras, E. 

coli, Aspergillus, P. pastoris, 

células de Mamíferos 

Liu et al., 2013; Rosano e Ceccarelli, 

2014; Schroder, 2008; Ward, 2011; 

Celik e Calik, 2011; Damsceno et al., 

2012; Andersen et al., 2011; Hossler, 

2012; Hossler et al., 2009; Mattanovich 

et al., 2012 

Fonte: Davy, Kidegaard e Andersen, 2017. Adaptado.  

 

As bactérias, organismos procarióticos como E. coli, podem ser utilizadas para 

a produção de enzimas e biofármacos simples (Waegeman e Soetaer, 2011) e 

constituiu a primeira plataforma para produção de insulina e hormônio de crescimento 

humano (GH) (Dingermman, 2008). Fungos e leveduras podem ser utilizados na 

produção de proteínas um pouco mais complexas em sua conformação (Ward, 2012), 

porém podem induzir a formação de anticorpos e desencadear resposta imune devido 
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aos padrões de N-glicosilação encontrados nesse microrganismo serem diferentes do 

encontrados em mamíferos, tornando-as inviáveis para a produção de determinadas 

moléculas terapêuticas, embora ainda sejam o hospedeiro padrão para a produção de 

insulina humana e glucagon (Dingermman, 2008). As células de mamíferos são as 

células mais utilizadas atualmente na produção de biofármacos, devido os seus 

padrões de modificações pós-traducionais serem mais compatíveis com os padrões 

de glicosilação de proteínas humanas, influenciando assim na atividade e aumentando 

o potencial de eficiência do biofármaco (Bandaranayake e Almo, 2014). 

 As modificações pós-traducionais (PTMs) são de extrema importância para a 

aplicação terapêutica de proteínas. A modificação mais comumente encontrada é a 

glicosilação (mais especificamente N-glicosilação), sendo encontrada em 

aproximadamente 50% das proteínas humanas, o que interfere diretamente na 

atividade biológica e, no caso de proteínas terapêuticas, na antigenicidade e 

farmacocinética (Wong, 2005). PTMs adicionais que também são encontradas são 

carboxilação, hidroxilação, sulfatação e amidação (Walsh, 2006). Com isso, a escolha 

da linhagem celular hospedeira é de extrema importância para o desenvolvimento e 

produção de biomoléculas, sendo o sistema de cultura de células de mamíferos mais 

comumente usado para o desenvolvimento e produção de biofármacos as células 

CHO (Brooks, 2004; Bandanarayake e Almo, 2014).  

 

1.2.1.1. Células CHO (Chinese Hamster Ovary) 

 

O uso de células CHO se iniciou em 1957 com estudos de genética clássica e 

o surgimento do interesse em aplicação industrial iniciou-se apenas em 1985. Elas 

foram estabelecidas pelo Dr. Puck em 1958, geradas a partir de ovários de hamster 

chinês onde a recorrente tripsinização e mutações espontâneas geraram células com 

capacidade de crescimento em cultura na presença de SFB (10-20%) (Figura 1.2), 

linhagem denominada CHO-ori (Wurm, 2013). 
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Figura 1.2. A origem da célula CHO. Fonte: Wurm, 2013. Adaptado. 

  

Duas sublinhagens foram geradas a partir de células CHO isoladas pelo Dr. 

Puck, CHO-pro3, mais conhecida como CHO-Toronto e, CHO-K1. A CHO-pro3 foi 

adaptada ao cultivo em suspensão gerando a sublinhagem CHO-S e estudos 

realizados com o intuito de compreender a atividade de dihidrofolato redutase (DHFR), 

fez com que a sublinhagem CHO-DG44 fosse criada, sendo caracterizada pela 

completa ausência de DHFR. As células CHO-K1 foram amplamente utilizadas em 

pesquisa e desenvolvimento, sendo muito conhecida pelos laboratórios; uma 

sublinhagem com deleção de apenas um alelo para DHFR, denominada CHO-

DUXB11, também foi criada. A partir da CHO-K1 foi gerado também a CHO-K1 SV, 

sublinhagem que possui como característica crescimento em meio livre de SFB em 

cultura de suspensão (Wurm, 2013) (Figura 1.3). 

 

 

Figura 1.3. Representação das sublinhagens geradas a partir da CHO-ori. Fonte: Wurm, 2013. 

Adaptado. 

0,1g de 
ovário + 

tripsinização 
(1957)

Fibroblasto em 
cultura + 

tripsinização

Fibroblasto em 
cultura + 

tripsinização

Fibroblasto em 
cultura + 

tripsinização

CHO-ori (1958)
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As células CHO, com um histórico de aproximadamente 30 anos na produção 

de biofármacos, são responsáveis pela produção de 70% das proteínas 

recombinantes aprovadas até 2016 (Dahodwala e Lee, 2019) e são consideradas 

padrão ouro para a produção de proteínas terapêuticas (Wurm, 2013), sendo 

constituintes de kits que prometem alta produtividade do biofármaco de interesse 

como por exemplo o Kit ExpiCHO-STM, sublinhagem que foi gerada a partir da CHO-

S, pela ThermoFisher Scientific. Essa célula tem tendência mínima a formar 

agregados celulares, possui crescimento em suspensão em maior densidade (Wurm, 

2013). 

O uso das células CHO facilita a aprovação do biofármaco pelo órgão regulador 

devido ao grande número de registros anteriores apresentados (Tabela 1.3). Além 

disso, as células CHO também podem demonstrar alta produtividade quando 

comparadas com outras células de mamíferos, podendo chegar até 13g/L (Dahodwala 

e Lee, 2019). Os padrões de glicosilação das proteínas produzidas são próximos aos 

padrões de glicosilação de proteínas humanas (Bertolini et al., 2016). Em geral, 

produzidas em células CHO apresentam isoformas contendo ácido siálico quando 

comparado com produção em células HEK-293, influenciando na atividade da proteína 

e tempo de meia-vida (Crosset et al., 2012).  

 

Tabela 1.3. Biofármacos aprovados produzidos em células CHO.  

Proteína terapêutica recombinante Indicação Terapêutica 
Ano de 

aprovação 

Antígeno da Glicoproteína E da 

superfície do vírus varicela-zoster 
Prevenção de Herpes 2018 (UE) 

IgG2 humano alvo de calcitonina Enxaqueca 2018 (EUA e UE) 

Anticorpo IgG1 para fator de 

crescimento de fibroblastos 
Hipofosfotemia ligada ao X 2018 (EUA e UE) 

IgG1 humano e fucosilado da 

subunidde a do receptor de IL-5 

humano 

Asma 2018 (UE) 

Anti-TNF IgG Inflamação mediada por TNF 2018 (UE) 

Biespecífico IgG4 capaz de ligação em 

fator IXa e fator X 
Hemofilia A 2018 (UE) 

Eritropoetina - EPO Anemia 2018 (EUA) 
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Fator Xa 

Para uso em tratamentos que 

resultam em sangramento 

descontrolado 

2018 (UE) 

Fator IX de coagulação Hemofilia B 2017 (EUA E UE) 

Antigeno da Glicoproteína E da 

superfície do vírus varicela-zoster 
Prevenção de Herpes 2017 (EUA) 

IgG1 humano e fucosilado da 

subunidde a do receptor de IL-5 

humano 

Asma 2017 (EUA) 

Biespecífico IgG4 capaz de ligação em 

fator IXa e fator X 
Hemofilia A 2017 (EUA) 

Fator VIII de coagulação Hemofilia A 
2017 (UE); 2016 

(EUA) 

Fator IX de coagulação Hemofilia B 2016 (EUA E UE) 

Fator IX de coagulação Hemofilia B 2015 (EUA) 

Fator de von Willebrand Doença de von Willebrand 2015 (EUA) 

Hormônio Folículo Estimulante - FSH Infertilidade 2014 (UE) 

Interferon-B-1a Esclerose Múltipla 2014 (EUA e UE) 

Fator IX de coagulação Hemofilia B 2014 (UE) 

Hormônio Folículo Estimulante - FSH Infertilidade 2013 (UE) 

Fator IX de coagulação Hemofilia B 2013 (EUA) 

Fator VIII de coagulação Hemofilia A 2013 (EUA e UE) 

Hormônio Folículo Estimulante - FSH Infertilidade 2010 (UE) 

Eritropoetina - EPO Anemia 2009 (UE) 

Interferon-B-1a Esclerose Múltipla 2009 (EUA) 

Hormônio Folículo Estimulante - FSH Infertilidade 2009 (UE) 

Fator IIa 
Controle de sangramento durante 

procedimentos cirúrgicos 
2008 (EUA) 

Interferon-B-1a Esclerose Múltipla 2008 (EUA) 

Fator VIII de coagulação Hemofilia A 2008 (EUA) 

Eritropoetina - EPO Anemia associada com falência renal 2007 (EU e EUA) 

Eritropoetina - EPO Anemia 2007 (UE) 

Hormônio Folículo Estimulante - FSH Infertilidade 2007 (UE) 

Hormônio Luterizaqnte Algumas formas de infertilidade 2004 (EUA) 

Fator VIII de coagulação Hemofilia A 2004 (UE) 

Fator VIII de coagulação Hemofilia A 2003 (EUA) 

Interferon-B-1a Esclerose Múltipla 2002 (EUA) 

Eritropoetina - EPO Anemia 2001 (UE e EUA) 

Gonadatropina coriônica Técnica de Reprodução Assistida 2000 (EUA) 

Ativador do Plasmogênio Tecidual 

modificado - tPA 
Infarto do Miocárdio 2000 (EUA) 



29 
 

Hormônio Estimulante da Tireóide - 

TSH 
Câncer de Tireóide 2000 (UE) 

Hormônio Luteinizante Algumas formas de infertilidade 2000 (UE) 

Interferon-B-1a Esclerose Múltipla 1998 (UE) 

Hormônio Estimulante da Tireóide - 

TSH 
Câncer de Tireóide 1998 (EUA) 

Eritropoetina - EPO Anemia 1997 (UE) 

Hormônio Folículo Estimulante - FSH Infertilidade 1997 (EUA) 

Interferon-B-1a Esclerose Múltipla 1997 (UE) 

Fator IX de coagulação Hemofilia B 1997 (EUA e UE) 

Interferon-B-1a Esclerose Múltipla 1996 (UE) 

Hormônio Folículo Estimulante - FSH Infertilidade 1996 (UE) 

Hormônio Folículo Estimulante - FSH Infertilidade 1995 (UE) 

Fator VIII de coagulação Hemofilia A 1993 (UE) 

Fator VIII de coagulação Hemofilia A 1992 (UE) 

Eritropoetina - EPO Anemia 1990 (EUA) 

Eritropoetina - EPO Anemia 1989 (EUA) 

Ativador do Plasmogênio Tecidual - 

tPA 
Infarto Agudo do Miocárdio 1987 (EUA) 

 

*UE: União Européia; EUA: Estados Unidos da América. Fonte: Walsh, 2018. Adaptado. 

 

As células CHO se adaptam facilmente a culturas com alta densidade celular, 

grandes volumes, ausência de soro fetal bovino e possui baixa probabilidade de 

infecção viral quando comparada com outras linhagens de mamíferos (Hansen et al., 

2017). Porém, um fator limitante para o uso de células CHO é a sua alta taxa de 

mutação, gerando instabilidade genômica que pode alterar a produtividade de uma 

proteína de interesse. Os fatores que influenciam na sua instabilidade podem ser: 

plasticidade no genoma celular, organização do arranjo cromossômico, efeitos 

posicionais, perda do número de cópias, silenciamento do transgene, remodelamento 

de cromatina, alterações epigenéticas e fenotípicas (Dahodwala e Lee, 2019).  

Sabe-se também que as células CHO possuem uma taxa de crescimento 

elevado, duplicando-se em menos de 24h, tendo então suas alterações rapidamente 

fixadas. Com isso, ao longo do cultivo e duplicação, as células podem apresentar o 

genoma diferente das células iniciais descongeladas do banco de células. É 

aconselhável que as empresas invistam em desenvolvimento de clonagem celular 

para que haja uma padronização rigorosa do processo de produção (Wurm, 2013), 

estando alinhado com processos regulares de liberação do biofármaco por agências 
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regulatórias, tornando o método uma das prioridades ao construir uma linhagem 

produtora de biofármacos (Welch e Arden, 2019).  

 

1.2.2. Transgenia 

 

A produção de proteína recombinante é comumente realizada por meio de 

expressão transiente ou pela integração do cassete de expressão no genoma da 

célula de interesse. A obtenção de transfectantes estáveis geralmente ocorre através 

de mecanismos de infecção viral, atividades de transposases, recombinases ou 

CRISPR/CAS9 (Kaufman et al., 2008; Matasci et al., 2011 Balasubramanian et al., 

2015; Hacker et al., 2016). 

Para o uso da maquinaria viral como meio de entrega do gene recombinante 

ao genoma da célula hospedeira, Semliki Forest Virus (SFV), Baculovirus e Vaccinia 

são os vírus habitualmente utilizados para transdução (Baldi et al., 2007). 

Primeiramente faz-se necessário a propagação deles, o isolamento e determinação 

do título para posteriormente transfectar as células de interesse. Após 48-72 horas, 

há a produção de proteína heteróloga de interesse, sendo necessárias novas 

transduções devido ao decaimento de produção, podendo resultar em produtividade 

não homogênea (Mancia et al., 2004). 

A transfecção, diferentemente da transdução, não utiliza vetores virais; baseia-

se na entrega de plasmídeos contendo o cassete de expressão gênica a partir do uso 

de agentes químicos catiônicos como Polietilinamina (PEI) ou Fosfato de Cálcio 

(CaPi). Esses processos são normalmente utilizados para gerar linhagens de 

expressão estáveis, porém os processos de entrega variam de acordo com a célula e 

plasmídeo utilizado (Baldi et al., 2007). Embora a produção de transfectantes estáveis 

seja mais demorada, há o aumento da capacidade de reprodutibilidade e produção 

constante de proteína recombinante (Mancia et al., 2004), além dapossibilidade de 

selecionar clones celulares que possuam equilíbrio entre alta titulação 

comparabilidade reprodutibilidade do produto (Dahodwala e Lee, 2019).  

A forma de seleção comumente utilizada para a obtenção de populações 

estáveis é através de amplificação gênica por MTX, porém tem sido observado que 

esse método pode estar relacionado a rearranjos cromossômicos severos resultando 

em variabilidade clonal em relação ao crescimento e consequentemente perda de 
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produtividade celular. Além disso, em casos de amplificação gênica há indícios de 

perda das multicópias de transgenes bem como do silenciamento gênico induzido por 

repetição através das repetições em tandem, resultando em perda de atividade 

transcricional (Betts et al., 2015; Chusainow et al., 2009). 

Uma outra maneira de obtenção de transfectantes estáveis é a seleção e 

enriquecimento de populações de células por cell sorting de modo indireto, através da 

co-expressão de repórteres de superfície (CD20, CD90, etc.) ou fluorescentes (GFP, 

RFP, etc) (Mancia et al., 2004; Kaufman et al., 2008, Kim et al., 2012). 

 

1.2.2.1. Vetores plasmidiais 

 

Os vetores plasmidiais utilizados para transfecção e construção de uma 

plataforma de produção de proteínas recombinantes (Figura 1.4) devem ser 

constituídos, minimamente, dos seguintes elementos: uma sequência promotora de 

transcrição, a sequência do gene que codifica para a proteína de interesse, uma 

sequência terminadora de transcriçao, uma sequência bacteriana de resistência a 

antibiótico para transformação e seleção e a origem de replicação bacteriana 

denominada Ori (Baldi et al., 2007). É possível obter o aumento dos níveis de 

expressão do gene de interesse ou a estabilidade do seu transcrito 

utilizandopromotores fortes e sequencias 5’ e 3’ UTRs específicasreguladores (Cao et 

al., 2020). Paralelamente, é possível evitar que estruturas complexas de cromatina 

silenciem a expressão do transgene pelo uso de sequencias insuladores (Maksimenko 

et al., 2006), LCRs (Locus Control Regions) (Liang et al., 2008), UCOEs (Ubiquitous 

Chromatin Opening Elements) (Neville et al., 2017), ou modificações como metilação, 

fosforilação, acetilação e ubiquitinação (Barnes et al., 2002; Romanova e Noll, 2017). 
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Figura 1.4. Figura esquemática de plasmídeo de expressão gênica. Esquema de (a) plasmídeo 

contendo sequências mínimas para transformação e seleção em bactérias bem como transfecção e 

expressão gênica em uma linhagem celular eucariótica e (b) seu respectivo cassete de expressão 

contendo regiões reguladoras que podem ser utilizadas, modificadas e/ou eliminadas para alterar os 

níveis de expressão referentes à proteína heteróloga de interesse. Fonte: Barnes, 2003. Adaptado. 

 

1.2.2.2. Elementos regulatórios  

 

Há diferentes regiões que possuem a função de regular tanto a transcrição 

quanto a tradução de mRNAs. As regiões reguladoras da tradução como 5´UTRs não 

traduzidas de mRNAs podem codificar elementos cis-reguladores, incluindo estrutura 

cap 5´ (Mitchell et al., 2010) e motivos de iniciação de tradução (Kozak, 1986; Gingold 

e Pilpel, 2011; Dikstein, 2012); AUGs (uAUGs). Geralmente a tradução de mRNAs de 

eucariotos é dependente da ligação inicial do ribossomo ao cap5´ para o 

escaneamento ao longo da molécula de mRNA até o local do início da tradução, 

majoritariamente o primeiro códon AUG. Há exceções como a tradução na família dos 

picornavirus (demonstrado em encephalomyocarditis virus - EMCV) que produzem 

mRNAs sem cap5´de 600 a 1200 nucleotídeos não transcritos, múltiplos AUGs e 

sequências específicas denominadas IRES, relacionados à eficiência da tradução 

(Mountford et al., 1995). Essa última característica pode ser utilizada em mRNAs 

bicistrônicos para genes reporteres e marcadores de drogas de seleção, em que é de 

interesse que esses genes sejam menos expressos que o gene de interesse 

(Mizuguchi et al., 2000). 
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As regiões isoladoras (do inglês insulators), podem agir como barreiras 

independente do sítio de integração no genoma, impedindo o avanço da cromatina 

condensada para a proximidade do cassete de expressão e assim inibindo o 

silenciamento gênico (Philips-Cremins e Corces, 2013). O insulator melhor 

caracterizado é o cHS4 do locus de β-globina de galinha, que possui 1,2 kb de 

comprimento e age diferentemente dependendo do tipo celular, tendo efeito 

considerado moderado em células CHO, o que pode ser explicado pela origem 

heteróloga da sequência (Majocchi et al., 2014; Chetverina et al., 2014; Romanova e 

Tool, 2017). O cHS4 protege apenas parcialmente o promotor CMV do silenciamento 

epigenético (Izumi et al., 1999). Em células CHO foram identificados insuladores 

endógenos em motivos REN_20 e MIT_LM2 que protegem parcialmente o transgene 

de silenciamento epigenético e permitem a expressão deste em tempos prolongados 

de cultivo (Takagi et al., 2017). 

É possível observar que é também utilizado diferentes promotores de 

transcrição gênica para a expressão de proteínas heterólogas em eucariotos (Tabela 

1.4), porém os promotores virais como o promotor de Citomegalovírus (CMV) (Xia et 

al., 2005) e o promotor de Vírus Vaculante Símio 40 (SV40) são os mais utilizados 

para a expressão em células de mamíferos (Costa et al., 2010; Chan et al., 2008; Deer 

et al., 2004). O promotor CMV apresenta maior atividade em células CHO, mas é mais 

suscetível a silenciamento por metilação, resultando em diminuição da produtividade 

ao longo do tempo de cultura (Dorai et al., 2012, Osterlehne et al., 2011, Mariati et al., 

2010). O risco de silenciamento pode ser reduzido pela incorporação de região 

associada à matriz (Matriz Attachment Regions - MARs), elemento de abertura de 

cromatina de ação ubíqua (UCOE) ou outros elementos no plasmídeo de expressão 

como insuladores e elementos etabilizadores e anti-repressores (Stabilizing Anti-

Repressor - STARs) (Haarraghy et al., 2015).  
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Tabela 1.4. Promotores de transcrição utilizados comercialmente para expressão de proteínas 

heterólogas em células de mamíferos.  

Promotor Exemplo de vetor Comentários 

Citomegalovírus 

humano hCMV 

pRc 

Promotor / potenciador CMV2 aprimorado e 

sinal de poliadenilação (pAn) do hormônio de 

crescimento bovino (BGH) 

pcDNA3.3 ‐ TOPO 
Promotor / intensificador de CMV nativo (672 

bp) 

pCI 
potenciador / promotor de hCMV, íntron 

quimérico β-globina / IgG e SV40 pAn 

gWiz phCMV HCMV otimizado seguido pelo íntron A 

pAdCMV5 

Vetor de adenovírus com um CMV quimérico 

mostrando expressão aprimorada em 

comparação com o CMV natural 

Vírus Simian 

SV40 

pGL2 
O vetor básico contém apenas o promotor 

SV40E, mas nenhum intensificador 

PSF ‐ SV40 Potenciador / promotor SV40 e pAn 

Vírus do 

sarcoma de 

Rous RSV 

pRSV (5,2 kb) Potenciador / promotor RSV e BGH pAn 

pRC-RSV Promotor RSV, potenciador SV40 e pAn 

PGK pDRIVE5-SEAP-mPGK 

Vetor com promotor PGK e proteína repórter 

de fosfatase alcalina embrionária (SEAP) 

secretada 

Homo Sapiens 

Ubiquitina C 

UBC 

pUB-GFP - 

pUb6 / V5 His C 
Promotor UBC para expressão do transgene e 

SV40E controlando o marcador de resistência 

hEF ‐ 1α pDRIVE5 ‐ GFP ‐ 1 
Sequências compostas de promotor / 

intensificador de hEF-1 e repórter GFP 

CHEF ‐ 1α 
Vários vetores com diferentes 

marcadores 

CHEF1® Expression Platform para 

desenvolvimento de linha celular para 

produção de proteína GMP 
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pSF ‐ CHEF1 ‐ Fluc 
Promotor / potenciador CHEF-1 e gene 

repórter da luciferase do pirilampo 

Plasmídeos 

com promotores 

induzíveis 

pAdenoVator ‐ CMV5 (CuO) ‐

IRES ‐ GFP (AES2041) 

O plasmídeo contém o promotor CMV5 híbrido 

e o operador cumate (CuO) em combinação 

com células QBI-HEK 293CymR 

pAdTR5 - 

Tet-On / Tet-Off 
Dois sistemas de vetores para expressão 

regulada por tetraciclina 

Tet-On 
Sistema de vetor único para expressão 

induzível por tetraciclina 

Fonte: Romanova e Tool, 2017. Adaptado. 

 

Os estimuladores da transcrição (Enhancers) são regiões de reconhecimento 

de fatores de transcrição que, quando possuem seus motivos de ligações acessíveis 

através da reorganização da cromatina, são capazes de interagir com o promotor, 

resultando no aumento da expressão do gene que ele regula (Hoo e Tee, 2017). Eles 

possuem regiões de reconhecimento de fatores de transcrição, que recrutam 

mediadores da transcrição (Small e Arnosti, 2020), conforme apresentado na Figura 

1.5. Porém, esse reconhecimento é seletivo pois atua diretamente em promotores 

específicos, resultando em aumento de transcrição de forma seletiva (Blackwood e 

Kadonaga, 1998). Esse aumento da expressão pelo enhancer (Pfeiffer et al., 2013) 

pode ser avaliado através de diferentes construções com as sequências específicas 

de reconhecimento dos fatores de transcrição e aplicado para o aumento da 

expressão de proteínas heterólogas (Brown et al., 2014; Brown et al., 2015). 
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Figura 1.5. Enhancers e o controle de expressão gênica. Fatores de transcrição tornam enhancers 

e promotores disponíveis para atividade em que, quando em ligação com mediadores, os enhancers 

podem desencadear a formação do complexo de iniciação da transcrição. Fonte: Small e Arnosti, 2020. 

 

A presença de regiões 5’UTRs também podem influenciar na expressão da 

proteína de interesse. Os Adenovirus humanos, vírus de DNA dupla fita, não 

envelopado, se agrupam em sete espécies (A-G ou 1-7), cuja expressão de genes é 

classificada em inicial, intermediária e tardia, dependendo do ciclo de 

replicação/infecção em que se encontra. Na etapa tardia, todos os genes estão sob 

controle de promotor MLP (major late promoter) e são transcritos em uma única fita 

de pré-mRNA de 28.000 nucleotídeos sendo processados por splicing alternativo para 

gerar múltiplos mRNAs maduros. Outra peculiaridade é que os RNAs maduros 

apresentam uma sequência 5´UTR, apresentada na Figura 1.6a, denominada 

elemento tripartido (TPE – Tripartite element) ou elemento líder (TPL – Tripartite 

leader) (Ramke et al., 2017), que possui função de direcionar a tradução de modo 

independente da estrutura de um cap5´ e de complexos de início de tradução como o 

eIF4F, (Dolph et al., 1990), desencadeando um processo denominado de ribosome 

shunting (Figura 1.6b), cujo recrutamento da maquinaria até o códon de iniciação da 

tradução acontece pela interação molecular da subunidade 18S (da subunidade 

menor 40S) com as estruturas secundárias formadas dentro dos elementos tripartidos 

(Yueh & Schneider, 1990). Esse processo de salto do ribossomo diminui a 

dependência de mRNA pelo complexo eIF4F, por diminuir a necessidade de proteínas 

que desfaçam estruturas secundárias (Flint et al., 2015). Essa característica viral pode 

ser utilizada na expressão de proteínas recombinantes, resultando em aumentos nos 

níveis de expressão (Mariati et al., 2010). 
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Figura 1.6. Organização da unidade de transcrição de mRNA de adenovírus humano na fase 

tardia do ciclo de infecção/replicação e seu mecanismo de tradução. (a) Representação 

esquemática da unidade transcricional onde, (b) a subunidade 40S do ribossomo liga-se a estrutura 

secundária do elemento tripartido e pode ser translocado até alcançar o primeiro códon de iniciação 

AUG (ribosome shunting). Fonte: Ramke et al., 2017. Adaptado. 

  

As sequências 3’UTRs também possuem funcionalidade que podem resultar 

em aumentos dos níveis de expressão da proteína de interesse e podem ser utilizadas 

como ferramentas de alta expressão em células de mamíferos (Mariati et al., 2010). 

Esse mecanismo é compreendido através de sistemas bacterianos e de leveduras, 

que possuem regiões terminadoras 3´UTRs e são bem estabelecidas para a garantia 

da melhor expressão nos transcritos (Pfleger et al., 2006; Cambray et al., 2013; Curran 

et al., 2013).  

O WPRE é um exemplo de elemento regulador pós-transcricional de estrutura 

terciária que promove acúmulo citoplasmático de RNAs do vírus da hepatite e 

aumento da expressão de genes virais (Donello et al., 1998). A atividade pode estar 

relacionada a capacidade de atuar em conjunto com a via de CRM1 (Popa et al., 

2002). A presença desse elemento na região 3´UTR de cassete de expressão de 

genes de mamíferos pode aumentar significativamente a estabilidade do mRNA e o 

rendimento da proteína, como já observado em células HEK293, linhagem primária 

de fibroblastos humanos, células hematopoiéticas humanas e células CHO-K1 (Loeb 

et al., 1999; Ramezani et al., 2000; Moreau-Gaudry et al., 2001; Johansen et al., 2003; 

Mariati et al., 2010; Wang et al., 2020), sendo assim utilizado em sistemas de 

expressão de proteínas heterólogas (Mitrophanous et al., 2008) com o intuito de 

aumentar os níveis de expressão (Hope et al., 2000). 
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1.2.3. Processos de Produção 

 

Após a definição da linhagem celular utilizada para a produção de proteínas 

heterólogas, faz-se necessário a definição do método de cultivo utilizado para o 

processo de produção. O processo pode ser definido como: batelada simples (batch), 

batelada alimentada (Fed-batch) ou processo contínuo (Perfusão) tendo diferenças, 

com vantagens e desvantagens em cada uma delas (Murad, 2015). 

A batelada simples (Figura 1.7a) é definida por ser uma técnica de cultivo 

simples, sem adição de suplementos de cultivo tendo apenas controle de pH e 

oxigênio dissolvido durante o processo. É normalmente utilizado para testes de 

bancadas ou em biorreatores de pequeno e médio volume (Silva, 2012). O fato de ser 

uma cultura sem alimentação faz com que o tempo de cultivo seja curto, porém o 

método fornece menor chances de contaminação da cultura e maior controle do lote 

de produção do produto (Guidini, 2013). 

A batelada alimentada (Figura 1.7b) já proporciona maior tempo de cultivo e 

maior título final do produto de interesse quando comparada com a batelada simples. 

Ela permite a adição de nutrientes (Feed) durante o processo, prolongando o tempo 

de cultivo e consequentemente permitindo o aumento do título final do produto, 

podendo alcançar títulos próximos a 10g/L (Smelko et al., 2011). Essa adição de 

nutrientes pode resultar em novos desafios, pois aumenta as chances de 

contaminação do meio de cultivo, exigindo processos mais rígidos de controle da 

produção (Silva, 2012; Guidini, 2013; Rodrigues, 2018). 

O processo de cultivo contínuo, conhecido como Perfusão (Figura 1.7c) 

constitui de troca contínua de meio de cultivo, proporcionando o aumento da produção 

do produto de interesse, com cultivos extremamente longos que podem durar meses. 

Além do aumento de produtividade, é possível obter o produto sem degradação devido 

constante retirada do meio de cultivo. Devido a constante troca de meio, geralmente 

próximo a um volume de biorreator por dia, e efeito mínimo na viabilidade celular, a 

perfusão é considerado o método mais complexo de cultivo, sendo necessário o 

desenvolvimento de técnicas de retenção celular que se adapte a diferentes condições 

de processos de produção (Bettinardi, 2016; Bettinardi et al., 2020). 

Ambos os processos são utilizados e adaptados para a obtenção de maior 

produção da biomolécula de interesse e essa avaliação pode ser realizada utilizando 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Bettinardi%2C+Ion%C3%A1+W
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apenas o título quantificado ou através da análise de produto produzido por célula 

viável no bioprocesso, sendo esse denominado qP, (produtividade específica da 

célula) (Berthold, 1995). 

 

 

Figura 1.7. Batch, Fed-batch e Perfusão. Desenho simples de métodos de cultivo em bioprocessos 

se baseando no fluxo de entrada de nutrientes (Feed) e saída de sobrenadante/produto gerado. Fonte: 

Kropp et al., 2016. Adaptado. 

 

1.2.4. Avaliação da produção 

 

Diferentes são as formas de quantificação da proteína de interesse em um sistema 

de produção de biofármacos, podendo ser realizado com métodos que variam desde 

o uso de métodos mais simples com o ELISA (Sreenivasan et al., 2020) até formas 

mais sensíveis de avaliação e quantificação, como espectrometria de massas 

associado a cromatografia liquida de alta resolução (Regl et al., 2017). Após a 

quantificação é possível calcular a produtividade volumétrica específica do produto, 

valor expresso em gramas de produto por litro de cultivo por hora, unidade comumente 

utilizada para cálculo de produção para cultivo em perfusão (Dragone et al., 2007). 

Outra forma de avaliar a produção é o cálculo de produtividade específica por célula, 

conhecida como qP, expressa em picogramas por célula por dia de cultivo, muito 

utilizada para mensurar a proteína de interesse em períodos de 24 horas. É 
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amplamente utilizado como um parâmetro para avaliação de diferentes alternativas 

de formas de produção (Baush et al., 2019), adaptações de meios de cultivo (Kim et 

al., 2020) e realizar o acompanhamento da produção de acordo com a passagem 

celular (Sunley et al., 2008). Normalmente, clones altamente produtores de uma 

proteína terapêutica de interesse podem apresentar valores de qP acima de 

40pg/cel/dia (Du et al., 2015). 

 

1.3. Sistema Ingresso (Patente Submetida - BR 10 2017 001876 8) 

 

  

Visando aumentar a capacidade de monitoramento em tempo real dos níveis 

de expressão em células individualizadas, assim como aumentar a estabilidade destes 

níveis de expressão em diferentes ciclos de replicação celular, o IBMP  desenvolveu 

um sistema de manipulação genética de células eucarióticas, composto de linhagens 

celulares proprietárias, associados a um sistema de transformação genética composto 

por 3 características críticas: i) sistema de integração, baseado em transposons, ii) 

sistema de regulação de expressão epigenética por insuladores, iii) co-expressão de 

um gene repórter através de um sítio interno de ligação ao ribossomo (IRES, mRNA 

bi-cistrônico). Juntamente com o desenvolvimento de linhagens de células CHO 

modificadas para aumento de produtividade proteica, foi criada uma plataforma para 

expressão heteróloga associada à seleção de células altamente produtoras de 

proteínas por enriquecimento da população e posterior screening celular. 

 

 

1.3.1. Plasmídeo de expressão gênica em células eucarióticas  

 

O plasmídeo de expressão gênica permite a transfecção de células Expi-CHO e a 

inserção genômica mediada por transposase, através do reconhecimento de 

transposons que possuem repetições terminais invertidas (TIRs – terminal inverted 

repeats) de tamanho variável, garantindo a incorporação do cassete íntegro no 

genoma da célula alvo (Wicker et al., 2007). Os plasmídeos de integração para 

expressão estável do transgene em células eucarióticas, resumidamente, consistem 

em: 

• Permitir alta taxa de integração do cassete de expressão no cromossomo da 
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célula hospedeira, mediada por transposase. 

• Isoladores e 5´UTR (TPE), este último logo após promotor CMV, que permitem 

a cromatina disponível para transcrição e aumento da tradução, 

respectivamente, independentemente do sítio de integração cromossômica. 

• Co-expressão do gene repórterque permite monitoramento da expressão em 

tempo real e seleção de clones ou populações homogêneas altamente 

produtoras, independente de seleção por antibióticos. A seleção de células 

altamente produtoras da proteína de interesse é realizada por fluorescence-

activated cell sorter (FACS). 

O cassete de expressão consiste em um promotor viral, que promove a 

expressão do gene de interesse, e possui um IRES (Mountford et al., 1995), que 

permite a tradução do gene repórter, normalmente proteínas fluorescentes; o conjunto 

todo é flanqueado por dois isoladores. A omissão de antibióticos para isolamento de 

linhagens celulares possibilita maior homogeneidade e estabilidade de expressão do 

transgene (Mancia et al., 2004; Kaufman, 2008). Um resumo desse sistema pode ser 

visualizado na Figura 1.8. 

 

 

Figura 1.8. Plataforma do Sistema Ingresso. Sistema de integração de um gene alvo no genoma de 

uma célula, utilizando-se de um plasmídeo com transposase e um plasmídeo de expressão contendo 

o gene alvo. A transposases reconhecem sítios ITR e são capazes de integrar o gene alvo no genoma 

de uma célula. A seleção das células integradas é feita por Citometria de Fluxo com seleção celular por 

fluorescência do gene repórter que codifica para uma proteína fluorescente (Marcador) GFP. 
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1.4. Pró-Trombina e α-Trombina  

 

A Pró-trombina (Fator II), precursor de α-Trombina, é sintetizada principalmente no 

fígado e circula no plasma como zimogênio em concentração de 1–2 µM (Jenny e 

Mann, 2001). A α-trombina (Fator IIa) é uma serina protease produzida pela clivagem 

proteolítica de Pró-trombina na presença de Fator X ativado (Xa) ou Ecarina (Figura 

1.9) e que possui propriedades pró-coagulantes:  cliva o fibrinogênio, proteína solúvel 

plasmática, em monômeros insolúveis de fibrina e assim há a formação de rede de 

fibras elásticas que consolidam o tampão plaquetário e o transformam em tampão 

hemostático. O  Fator XIIIa, uma transglutaminase plasmática ativada pela alfa-

Trombina , faz ligações cruzadas entre fibrinas promovendo estabilidade ao agregado 

de plaquetas previamente formado permitindo assim a hemostasia (Coughlin et al., 

2005). 

 

Figura 1.9. Ativação de Pró-trombina por Fator X ativado ou Ecarina para a formação de 

Trombina (α-Trombina). Fonte: Gosselin e Douxfills, 2020. 

 

O conhecimento sobre cascata de coagulação direcionou o desenvolvimento de 

hemoderivados voltados ao tratamento de hemorragias. Produtos conhecidos como 

selantes de fibrina ou cola de fibrina baseiam-se na aplicação local de moléculas de 

fibrinogênio e alfa-trombina (podendo conter fator XIII) para a formação de um selante 

biológico, sendo usados há mais de 20 anos como hemostáticos cirúrgicos ou agentes 

selantes (Dhillon, 2011). 
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Existem também no mercado alguns selantes de trombina onde a alfa-trombina é 

aplicada com spray ou em esponjas hemostáticas, que são indicados para auxílio à 

hemostasia em cirurgias vasculares, de ressecção do fígado, pseudoaneurismas 

(extravasamento de sangue contido por estruturas circunvizinhas de uma artéria), 

deficiências raras do fator II (que geram sangramento excessivo ou prolongado após 

um ferimento ou cirurgia), ou na presença de anticoagulantes e procedimentos 

cirúrgicos como bypass cardiopulmonar, que alteram o sistema de coagulação do 

paciente. Dos selantes de trombinas comercializados no Brasil, a maioria é 

proveniente de plasma humano (Evithrom®, Floseal® e Surgiflo®) ou bovino (Thrombin-

JMI) sendo esse último com alto potencial imunogênico, podendo promover 

sangramento e complicações trombóticas (Heffernan et al., 2007; Lawson et al., 2005; 

Chapman et al. 2007) 

 Uma das maiores preocupações em utilizar produtos hemoderivados é que 

apesar dos cuidados de seleção criteriosa de doadores de sangue bem como a 

triagem de testes para doenças infecciosas, há o risco de presença de príons bem 

como de transmissão de patógenos como o vírus da Hepatite B, de imunodeficiência 

humana, ou até mesmo relacionados a doenças ainda não conhecidas. Além disso, 

existe a possibilidade de resposta de hipersensibilidade (choque anafilático), devido à 

presença de proteínas plasmáticas de vários doadores  

Existe no mercado internacional atualmente a opção da proteína alfa-Trombina 

recombinante, produzida em células CHO (Recothrom® Thrombin topical), que não é 

comercializada no Brasil. Recothrom tem baixo potencial imunogênico, tem 

concentração definida e pode ser aplicado com esponja de gelatina absorvível, bomba 

de spray ou pulverizador de ponta de seringa. É indicado para uso tópico para auxiliar 

na hemostasia em capilares e pequenas vênulas quando o controle do sangramento 

por técnicas cirúrgicas padrão (sutura, ligadura ou cauterização) for ineficaz ou 

impraticável em populações adultas e pediátricas com idade igual ou superior a um 

mês (Bula Recothrom, 2019; (Heffernan et al., 2007; Greenhalgh et al., 2009; Singla 

et al., 2009; Singla et al., 2011).  

 

1.4.1. Desenvolvimento de Pró-Trombina e α-Trombina pelo grupo de 

Desenvolvimento Tecnológico do IBMP 
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Nesse contexto o desenvolvimento tecnológico nacional de Trombina 

recombinante demonstra ser um nicho científico e comercial importante a ser 

explorado. O estabelecimento de bioprocessos para a obtenção de culturas de células 

ExpiCHO produtoras de Pró-Trombina e Ecarina de modo recombinante, o 

desenvolimento do Sistema Ingresso, bem como a purificação e obtenção de α-

Trombina para ensaios in vitro foram iniciados pelo grupo de Desenvolvimento 

Tecnológico do IBMP. Os resultados são promissores e atualmente o projeto caminha 

para a etapa de ensaios não clínicos para posterior registro na Anvisa. Os resultados 

in vitro obtidos até o momento podem ser observados na Figura 1.10. 

 

 

Figura 1.10. Experimentos de Pró-Trombina realizados pelo grupo de Desenvolvimento do IBMP, 

utilizando α-Trombina comercial (HTI) como controle positivo. (a) Obtenção de Pró-Trombina 

recombinante em população referente ao Sistema Ingresso (Pop. Ingresso 1.0 - enriquecida para GFP 

após 4 cell sortings) em Fed-batch de volume inicial de 5L em biorreator Allegro™ XRS 25 Bioreactor 

System – Pall. Após a obtenção de Ecarina recombinante, desenvolvida pelo grupo, esta foi utilizada 

para a clivagem de Pró-Trombina e obtenção de α-Trombina. (b) Obtenção de α-Trombina purificada 

em duas etapas de cromatografia: afinidade e troca-iônica, respectivamente. (c) Análise de clivagem 

de fibrinogênio por α-Trombina IBMP. (d) Ensaio de clotabilidade por turbidimetria: Medição de 

absorbância ao longo do tempo durante a formação do coágulo in vitro em solução. Thr: α-Trombina. 

Fib: Fibrinogênio comercial. Tp: Tampão de reação.  e. Ensaio de clotabilidade in vitro utilizando plasma 

comercial (Siemens). 

 



45 
 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Esse estudo faz parte de um projeto da área de Desenvolvimento Tecnológico 

do IBMP para estudos de um sistema de expressão estável e de alta eficiência para 

proteínas recombinantes em células de mamíferos. A proteína recombinante utilizada 

nesse estudo foi Pró-trombina humana/Trombina, que apresenta análises in vitro 

promissoras em relação à coagulação de sangue e plasma humanos. A médio prazo 

esse sistema poderá ser utilizado como plataforma de alta produtividade de proteínas 

recombinantes em células de mamíferos de interesse ao IBMP.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

a) Analisar se há aumento de expressão gênica referente a proteína recombinante 

Pró-trombina na presença de sequências regulatórias: 

i. 5´UTR (TPE); 

ii. 3´UTR (WPRE); 

iii. Enhancers de promotor CMV 

b) Identificar se aintensidade de fluorescência de GFP pode ser utilizado para 

identificação de células altamente produtoras de Pró-Trombina no Sistema 

Ingresso 1.0. 

c) Analisar comportamento celular e produtividade de clones provenientes do 

Sistema Ingresso 1.0 para Pró-trombina. 
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3. METODOLOGIA 

 

 Para a construção de uma plataforma de produção estável foram realizados:  

construção de plasmídeos de expressão, transfecção de células ExpiCHO, seleção e 

enriquecimento de células transfectantes por cell sorting e clonagem de células em 

meio semi-sólido.  

Os cassetes de integração ao genoma das células ExpiCHO utilizados nesse 

trabalho estão representados na Figura 3.1. Todos os cassetes de integração ao 

genoma apresentam sequências ITRs e Insuladoras, que serão omitidas dos 

desenhos para facilitar a visualização das regiões alteradas mediante clonagem. 

Avaliamos a expressão da proteína de interesse e do marcador fluorescente 

utilizando três metodologias: 

(a) expressão estável em populações utilizando plasmídeo “donor” e “helper- 

Transposase SB11”, ambos do Sistema Ingresso; 

(b) obtenção de linhagens celulares clonais (clones) a partir dessas populações 

de células que apresentam expressão estável da proteína de interesse; 

(c) expressão gênica transiente do gene que codifica para a proteína de 

interesse, utilizando plasmídeo “donor” do Sistema Ingresso. 

Para as avaliações entre a expressão da proteína heteróloga de interesse e 

crescimento celular foram obtidas populações de células e clones de células a partir 

do Sistema Ingresso. As avaliações realizadas e seus respectivos objetivos 

específicos podem ser visualizados na Figura 3.2 e os procedimentos gerais 

realizados para a construção desse trabalho estão apresentados na Figura 3.3.  
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Figura 3.1. Representação dos cassetes de integração utilizados nesse trabalho e as respectivas atualizações do Sistema Ingresso. CMV Promoter: 

Promotor de Citomegalovírus; GOI: Gene of interest; 5’UTR: elemento 5’UTR; Enhancer I: sequência I de enhancer de CMV escolhida; Enhancer II: sequência de 

enhancer de CMV escolhida; IRES: Internal Ribosome Entry Site; CoGFP: gene que codifica para proteína fluorescente verde GFP; 3’UTR: sequência 3’UTR. 

Sequências ITRs e Insuladoras omitidas para simplificar a imagem. 
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Figura 3.2. Sistema Ingresso: construções e objetivos. Descrição resumida das avaliações realizadas em sistemas de expressão de proteínas heterólogas em 

células ExpiCHO com alterações em sequências reguladoras da expressão gênica. Sistema Ingresso é utilizado para a construção de linhagens celulares baseando-

se no uso de sequências específicas de reconhecimento por transposases para inclusão do cassete de expressão no genoma da linhagem celular. A adição de uma 

sequência 5’UTR (TPE) deu origem ao Sistema Ingresso 1.0. A adição de sequências enhancers de promotor CMV e 3’UTR resultou no Sistema Ingresso 2.0. 
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Figura 3.3. Fluxograma da metodologia empregada para avaliação do Sistema Ingresso para a expressão de genes que codificam para proteínas 

heterólogas. *Obtenção da população de células enriquecida para o marcador de seleção.



50 
 

3.1. Reagentes e soluções 

 

Para a realização dos experimentos seguinte foi necessário uso dos reagentes e 

soluções descritos a seguir: 

Acetato de Sódio [SLCC] - Sigma-Aldrich  

Agarose [SLCC7931] - Sigma-Aldrich 

Ampicilina [BCBZ9179] - Sigma-Aldrich 

Anticorpo Anti-alfa-thrombin – Green Mountain Antibody 

Anticorpo Anti-beta-actina [#ab8226] – Abcam Antibodies 

Anticorpo Anti-mCherry [EPR20579 #ab213511) – Abcam Antibodies 

Anticorpo Anti-mouse IGG Peroxidase produzido em coelho [A9044] – Sigma-Aldrich 

Anticorpo Anti-rabbit IGG (H+L), horseradish peroxidase [G21234] – Invitrogen 

Anticorpo Anti-turboGFP [PA5-22688] - Thermo Fisher Scientific 

Antifoam SE-15 [A8582] – Sigma-Aldrich 

Anza™ DNA and Repair Enzima Mix [VGN2504] – Invitrogen 

Azul de Bromofenol [BCCB2617] - Sigma-Aldrich 

BSA (“Bovine Serum Albumin”) [SLBZ5304] - Sigma-Aldrich 

CD EfficientFeed™ C AGT™ Nutrient Supplement [A1327504] - Thermo Fisher Scientific 

ClonaCellTM-CHO CD Medium - Stem Cell Techonologies 

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) [REF14190-136] - GIBCO 

Enzima de restrição BspEI [R0540S] – New England Biolabs 

Enzima de restrição EcoRI-HF [R3101S] - New England Biolabs 

Enzima de restrição NdeI [R0111S] - New England Biolabs 

Enzima de restrição NotI-HF [R3189L] - New England Biolabs 

Enzima de restrição Sall-HF [R3188S] - New England Biolabs 

Enzima de restrição SphI [R01825] - New England Biolabs 
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Etanol [K48244883634] - Merck 

Fatty Acid Supplement [SLBX4903] – Sigma-Aldrich 

Human Pro-thrombin HTJ 1µg/µL [HCP0010] – Haematologic Technologies  

NaCl (Cloreto de Sódio) [SBHG6984V] - Sigma-Aldrich 

OPTI-MEM® I (Reduced Serum Medium) [31985062] – GIBCO 

Ponceau S [SHBL9129] - Sigma-Aldrich 

Solução de Bloqueio: PBS/Tween 0,01%+5%Leite 

Super Signal™ West Pico PLUS Chemiluminescet Substrate [34580] – Thermo Fisher 

Scientific 

Synth-a-freeze® CTS [A1371301] - GIBCO 

Synthecol® NS0 Supplement [ SLBW9609] - Sigma-Aldrich 

T4 DNA ligase [M0202L] - New England Biolabs 

Tampão de amostra 4X para proteínas: Tris-HCl 1 M pH 6,8 6,4 mL 40 mM; SDS 10% 

16 mL 1 %; β-mercaptoetanol (14,7M) 4 mL 2.5 %; Glicerol 9,6 mL 6 %; Azul de 

bromofenol ~8 mg 0,005 %. 

Tampão de Transferência para western blot: Tris-base (P.M.121.1) 30 g 3 g 25 mM; 

Glicina (P.M.75.07) 144 g 14,4 g 192 mM; Metanol - 200 mL 20 %. 

 

3.2. Obtenção de sequências de DNA sintetizadas 

 

 As sequências de DNA referentes aos elementos regulatórios utilizadas para a 

construção dos plasmídeos para a transfecção em células ExpiCHO foram 

desenhadas já contendo as sequências de reconhecimento pelas enzimas de 

restrição de interesse para cada fragmento, para clonagem molecular em vetores do 

Sistema Ingresso. As sequências foram sintetizadas pela empresa Genscript. 

 

3.3. Obtenção de plasmídeos 
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 Os plasmídeos utilizados para transfecção em células ExpiCHO foram 

construídos utilizando os seguintes passos: digestão do fragmento de interesse 

(proveniente de sequência sintetizada) e plasmídeo de transfecção (Sistema Ingresso) 

com enzimas de restrição sítio específicas; ligação dos fragmentos e plasmídeos 

digeridos; transformação em E. coli e cultivo em meio seletivo para amplificação dos 

plasmídeos construídos; confirmação das colônias positivas para os plasmídeos 

gerados (digestão com enzimas de restrição sítio específicas) e checagem das 

sequências por sequenciamento (Macrogen). 

 

3.3.1. Clonagens por enzimas de restrição 

 

As digestões enzimáticas realizadas para as construções dos plasmídeos 

doadores de cassete de integração em células ExpiCHO foram realizadas utilizando 

6 μg do plasmídeo de inserção e 6 μg inserto de interesse em uma reação com volume 

final de 150 μL, seguindo o protocolo da fabricante. A relação de microgramas de DNA 

por unidade de enzima de restrição pode ser encontrada na Tabela 3.1. 

 As reações foram incubadas a 37 °C por 16 horas e então aplicadas em gel de 

agarose 0,8% para eletroforese (90V – 1 hora). O gel de agarose foi corado através 

da imersão do gel de agarose pós-eletroforese em brometo de etídio 0,5 μg/mL 

durante 15 minutos. A banda de DNA correspondente ao tamanho do fragmento 

desejado foi purificada através do seu recorte do gel de agarose após a eletroforese 

utilizando utilizado o Kit de extração em Gel de Agarose (Qiagen) de acordo com o 

protocolo da fabricante. As amostras foram quantificadas em Nanodrop 

(ThermoFisher Scientific). 

 

Tabela 3.1. Combinação de enzimas de restrição utilizadas para as construções dos plasmídeos 

doadores de cassete de integração utilizados para transfecção em células ExpiCHO. 

Clonagem do 

gene Enzima I* 

Quant./reação 

Enzima II* 

Quant./reação 

Tampão de reação 

Enhancer I e II NdeI 20U AgeI – HF 20U CutSmart 

Pró-Trombina NotI – HF 

20U EcoRI – 

HF 

20U 

CutSmart 

copGFP Sall – HF 20U AccIII 10U NEBuffer 3.1 

3'UTR (WPRE) Sall – HF 20U SphI 10U CutSmart 
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* As enzimas utilizadas para construção dos plasmídeos descritos são da marca NEB – New England 

Biolabs Inc. As reações foram realizadas utilizando o software NEBCloner versão 1.6.0 disponibilizado 

ao público em seu respectivo site. HF – High Fidelity. 

 

Para a reação de ligação entre plasmídeo e inserto foi utilizada a relação molar 

de 1:5 (plasmídeo:inserto). Tanto o inserto quanto o plasmídeo foram previamente 

digeridos com as enzimas de restrição descritas anteriormente, purificados e ligados 

com 400U de T4DNA ligase (Biolabs #M0202L) em um volume final de 10 μL de 

reação. As reações foram submetidas a 16 ºC overnight e posteriormente inativada, 

sendo submetidas a 72 ºC durante 10 minutos. 

As reações de ligação inativadas foram incubadas com 100 μL da suspensão 

de E. coli TOP10 quimio-competentes (preparadas no laboratório previamente) por 30 

minutos no gelo. Após esse período, as células foram submetidas ao choque térmico 

pela incubação a 42 ºC por 2 minutos, seguido de incubação de 2 minutos no gelo e 

posteriormente, foi adicionado 1 mL de meio LB e incubadas sob agitação constante 

de 200 rpm a 37 ºC durante uma hora. 

Após esse tempo, as células foram espalhadas em meio seletivo, LB-ágar 

contendo ampicilina 100 μg/mL e incubados a 37 ºC por 16 horas. As colônias 

cultivadas nessas condições foram inoculadas individualmente em 50mL de meio 

seletivo LB contendo antibiótico ampicilina a 100 μg/mL e incubados a 37 ºC, 200 rpm, 

por 16 horas. Após, os plasmídeos foram obtidos de cada inóculo preparado, 

utilizando o Qiaprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN #27106), conforme as 

recomendações do fabricante.  

Para a confirmação dos clones, foram realizadas digestões com as mesmas 

enzimas de restrições utilizadas para a obtenção do inserto e plasmídeo digeridos, 

respectivamente. A confirmação da presença do inserto de interesse foi através da 

liberação do fragmento de DNA de tamanho esperado em gel de agarose 0,8% por 

eletroforese (90V – 1 hora), após coloração em brometo de etídio 0,5 μg/mL durante 

15 minutos. Os plasmídeos que liberaram o fragmento de DNA de interesse, 

considerados positivos para a clonagem, foram enviados para sequenciamento 

(Macrogen) na concentração 100ng/μL em volume final de 10 μL para realização do 

sequenciamento. Os iniciadores utilizados para a confirmação da clonagem do 
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fragmento de interesse por sequenciamento estão apresentados a seguir na Tabela 

3.2. 

 

Tabela 3.2. Iniciadores utilizados para confirmação por sequenciamento da presença do 

fragmento de interesse em plasmídeo doador de cassete de integração no genoma de ExpiCHO. 

Clonagem Iniciador Sequência TM 

Enhancer 
 

Enhancer I F 5’ CCGTGCTAGCCATATGGGGACT 3’ 62ºC 

 Enhancer II F 5’ CCGTGCTAGCCATATGAGTTCAGGGAC 3’ 64ºC 

Gene de 

interesse 
IRES R3 5’ ACATATAGACAAACGCACACCGG 3’ 59ºC 

 Pró-Trombina F 
5’ GGGGAATTCGCCACCATGGCGCACGTCCGAGGCTTG 

3’ 
76ºC 

 Pró-Trombina R 

5’ 

CCCGCGGCCGCCTACTCTCCAAACTGATCAATGACCTTC 

3’ 

73ºC 

Marcador 

de seleção 
 

PoliARI 5’ AAGCAATAGCATCACAAATTTCAC 3’ 54ºC 

 IRES F2 5’ CACGGGGGACGTGTTTTCC 3’ 59ºC 

3'UTR PoliARI 5’ AAGCAATAGCATCACAAATTTCAC 3’ 54ºC 

TM – Temperatura estimada de anelamento dos iniciadores. 

 

3.4. Sistema Ingresso 1.0 – Análise da expressão da proteína mCherry na 

ausência do elemento 5’UTR 

 

Levando em consideração que o gene de interesse está localizado a jusante do 

promotor CMV e o gene referente a copGFP, marcador fluorescente para seleção, a 

jusante de IRES, primeiramente foi avaliado se a taxa da produção de proteína 

recombinante de interesse está relacionada quantitativamente à quantidade de 

proteína copGFP. Para isso foram construídos plasmídeos com cassetes de 

integração contendo dupla fluorescência: gene que codifica para a proteína mCherry, 

uma proteína citoplasmática, representando a proteína de interesse, e gene que 

codifica para o marcador de seleção fluorescente copGFP, também citoplasmática. 

O plasmídeo utilizado para a transfecção em células ExpiCHO, já obtido e 

sequenciado pelo grupo anteriormente, possui: (I) promotor CMV, mCherry, IRES e 

copGFP (Figura 3.4). Após a transfecção das células, estas foram enriquecidas para 
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copGFP por 3 ciclos de cell sorting. A população foi analisada por citometria de fluxo 

e análise quantitativa das proteínas por Western blot. 

 

 

Figura 3.4. Plasmídeo CMV_mCherry_IRES_copGFP – Sistema Ingresso. Plasmídeo utilizado para 

transfecção em células ExpiCHO contendo AmpR: gene que codifica para resistência a ampicilina; 

CMV Promoter: Promotor de Citomegalovírus; mCherry: gene que codifica para proteína fluorescente 

vermelha (GI: 1229406991). IRES: Internal Ribosome Entry Site; CopGFP: gene que codifica para 

proteína fluorescente verde GFP, (GI: 375332228). SV40 poly(A) signal: Sinal de poliadenilação. ITR1 

e 2: sítios de reconhecimento por transposase. Ins1 e Ins2 enhancer: Regiões insuladoras.  

 

3.5. Sistema Ingresso 1.0 – Análise da expressão de proteína mCherry na 

presença do elemento 5’UTR 

 

Para o estudo da influência do elemento na região 5’UTR no aumento de 

expressão gênica da proteína de interesse, foi realizada a inserção desta sequência 

no cassete de integração no genoma da ExpiCHO, obtendo assim o plasmídeo 

referente ao Sistema Ingresso 1.0. Esse plasmídeo já tinha sido construído e 

sequenciado anteriormente pelo grupo, possuindo o cassete de integração com dupla 

fluorescência, como descrito anteriormente e a adição de sequência 5’UTR (TPE), a 

jusante do promotor no cassete de integração em células ExpiCHO. Esse plasmídeo 

possui: (I) promotor CMV, TPE, mCherry, IRES e copGFP (Figura 3.5). Após a 

transfecção das células, estas foram enriquecidas para copGFP por 3 ciclos de cell 

sorting. A população foi analisada por citometria de fluxo e análise quantitativa das 

proteínas por Western blot. 
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Figura 3.5. Plasmídeo CMV_5’UTR_mCherry_IRES_copGFP – Sistema Ingresso 1.0. Plasmídeo 

utilizado para transfecção em células ExpiCHO contendo AmpR: gene que codifica para resistência a 

ampicilina; CMV Promoter: Promotor de Citomegalovírus; 5’UTR: elemento 5’UTR (TPE); mCherry: 

gene que codifica para proteína fluorescente vermelha (GI: 1229406991); IRES: Internal Ribosome 

Entry Site; CopGFP: gene que codifica para proteína fluorescente verde GFP, GI: 375332228). SV40 

poly(A) signal: Sinal de poliadenilação. ITR1 e 2: sítios de reconhecimento por transposase. Ins1 e 

Ins2 enhancer: Regiões insuladoras.  

 

3.5.1. Análise da expressão da proteína Pró-Trombina em sobrenadante de 

cultura de células 

 

A análise da expressão da proteína de interesse Pró-Trombina (Trombina), 

proteína terapêutica modelo escolhida para a realização desse trabalho, foi realizada 

inicialmente na ausência e na presença da sequência 5’UTR. Esta proteína é 

secretada para o sobrenadante da cultura de ExpiCHO. 

A sequência do gene referente à proteína Pró-trombina foi inserida a jusante 

do promotor CMV edo 5’UTR (quando presente) e o marcador de seleção utilizado foi 

o copGFP. Os plasmídeos utilizados para a transfecção em células ExpiCHO 

possuem: (I - Sistema Ingresso) promotor CMV, Pró-Trombina, IRES e copGFP 

(Figura 3.6a) e (II - Sistema Ingresso 1.0) promotor CMV, 5’UTR, Pró-Trombina, IRES 

e copGFP (Figura 3.6b). 
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Figura 3.6. Plasmídeos Sistema Ingresso e Ingresso 1.0 para Pró-Trombina. (a) Plasmídeo 

CMV_Thr_IRES_copGFP – Sistema Ingresso. (b) Plasmídeo CMV_5’UTR_Thr_IRES_copGFP – 

Sistema Ingresso 1.0. AmpR: gene que codifica resistência a ampicilina; CMV Promoter: Promotor 

de Citomegalovírus; 5’UTR: elemento 5’UTR (TPE); Trombina: gene que codifica para proteína Pró-

trombina; IRES: Internal Ribosome Entry Site; CopGFP: gene que codifica para proteína fluorescente 

verde GFP, GI: 375332228). SV40 poly(A) signal: Sinal de poliadenilação. ITR1 e 2: sítios de 

reconhecimento por transposase. Ins1 e Ins2 enhancer: Regiões insuladoras. 

 

A obtenção das populações de células enriquecidas para copGFP, as análises 

por citometria de fluxo, bem como da quantidade de proteína Pró-Trombina em 

sobrenadante de cultura de células estão descritos posteriormente. 

 

3.5.1.1.  Obtenção de população de células e linhagens clonais de 

ExpiCHO enriquecidas para copGFP 

 

3.5.1.1.1.  Transfecção de células Expi-CHO 

 

O protocolo de transfecção de ExpiCHO foi adaptado de Baldi e colaboradores 

(2012 -Book 1), onde foram utilizados 25µg de DNA/ml e 1x107cel/ml para a 

transfecção; sendo a relação de 2.5 µg de DNA para cada 106 células, similar a relação 

usada no protocolo adaptado de Derouazi e colaboradores (2004). 

As células foram repicadas 4 dias antes da transfecção em densidade final de 

5x105cel/ml com adição de Synthecol (Sigma S5442) na diluição 1:500 e Fatty Acid 
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na diluição de uso de 1:2000 (Sigma F7050). Após 3 dias do cultivo celular, as células 

foram repicadas na densidade 1x106cel/ml com adição de Synthecol (Sigma S5442) 

na diluição 1:500 e Fatty Acid na diluição de uso de 1:2000 (Sigma F7050). No quarto 

dia da transfecção, a densidade e a viabilidade celular foram checadas. Para cada 

transfecção foram utilizadas 107 células, que foram centrifugadas a 300xg e 

suspensas em 1ml de meio Optimem (Gibco 31985-070) e transferidas para tubo de 

ensaio de 25ml. 

A quantidade referente a 18,75µg de plasmídeos do Sistema Ingresso 1.0 e 

6,25ug de plasmídeo Transposase SB11 foram precipitados com Etanol 100% e 10% 

Acetato de sódio 3M pH 5.2 por 15 minutos a -80 ºC. Após esse período, o DNA foi 

centrifugado a 13.000xg por 10 minutos, o volume descartado e então suspensos com 

Etanol 70%. Logo após a adição, foram centrifugados novamente na mesma 

velocidade e o DNA foi suspenso em 30µl de meio Optimem. O DNA foi então 

adicionado à cultura, seguido de adição de 50µg de PEI (Polyscience cat#23966-1 - 

estoque 1mg/ml), sob agitação manual.  

As culturas foram incubadas na estufa por 3 horas sob agitação de 180rpm a 8% 

de CO2, com o tubo de ensaio quase na horizontal e tampa semiaberta. Após o 

período de incubação, as culturas foram transferidas para Erlenmeyer de capacidade 

125ml contendo 39ml de meio Dynamis pré-aquecido, sendo a concentração final de 

células de 2,5x105 células/mL. 

 

3.5.1.1.2. Enriquecimento de células contendo copGFP por citometria 

de fluxo – cell sorting 

 

Após 48 horas da transfecção para expressão estável, as células transfectadas 

e células ExpiCHO (controle sem marcador de fluorescência, não transfectadas) foram 

centrifugadas a 300xg durante 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet 

de células foi lavado com PBS-BSA 2% (Thermo Fisher Scientific) e então suspendido 

em 1mL em PBS BSA2 % e Normocin 50mg/mL 1:500 (Invivogen) para a seleção de 

células positivas para copGFP (488-507nm) por cell sorting em equipamento de 

citometria de fluxoS3 (Biorad). As células ExpiCHO não transfectadas foram utilizadas 

como controle para a delimitação do gate negativo para FL1 (488nm).  

 As células positivas para copGFP foram coletadas em 500μL de PBS-BSA 2% 

e Normocin 50mg/mL 1:500 (Invivogen) e, centrifugadas a 300xg durante 10 minutos. 
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O sobrenadante foi descartado e as células foram suspendidas na concentração final 

de 5x105cél/mL em meio Dynamis contendo Meio Condicionado 20% e Normocin 

50mg/mL 1:500. 

Para o enriquecimento da população de células positivas para copGFP, foram 

realizados mais dois cell sortings, onde as células foram repicadas com intervalos de 

uma semana. A concentração inicial de células foi mantida em 5x105 células/ml a cada 

repique 

Para a obtenção de populações altamente enriquecidas para GFP, foi realizado 

o quarto sorting selecionando um gate correspondendo à extremidade de 5% das 

células mais fluorescentes, conforme Figura 3.7, sendo que as células encontradas 

no gate de 0,5% mais à direita foram excluídas, pois foi verificado anteriormente pelo 

grupo que essas células não são viáveis em cultura ao longo do tempo de cultivo. As 

análises dos procedimentos realizados na citometria de fluxo foram realizadas 

utilizando o software de análise FlowJo 10.7.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7. Seleção de gate para cell sorting: obtenção de populações altamente enriquecidas 

para copGFP. O histograma em vermelho representa o nível basal de autofluorescência de células 

ExpiCHO controles, enquanto o histograma em azul representa uma população transfectante contendo 

copGFP como proteína fluorescente repórter. A região selecionada para cell sorting (separação celular) 

corresponde a extremidade contendo 5% das células mais fluorescentes (Sort gate). Já a quantidade 

referente a 0,5% das células presentes na extremidade mais à direita, foram excluídas do 

enriquecimento celular (Exclusion gate). 

 

3.5.1.1.3. Obtenção de clones a partir de população de células 

enriquecida para copGFP 
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A próxima etapa foi a obtenção de clones para analisar a expressão da proteína 

Pró-Trombina, a fim de identificar aqueles que apresentassem maior quantidade de 

proteína expressa para fins comerciais futuros de produção.  

Para isso foi realizada a clonagem da população de células enriquecidas para 

copGFP, contendo 5’UTR (TPE) – Sistema Ingresso 1.0. A obtenção dos clones foi 

realizada pelo grupo do laboratório de Cultivo de Eucariotos da área de 

Desenvolvimento Tecnológico – IBMP utilizando o equipamento Namocell Single Cell 

Dispenser (Namocell), usando cartuchos descatáveis de microfluídica sob baixa 

pressão (2 psi), utilizando copGFP como marcador de seleção. Células únicas, usando 

um sort gate similar ao demonstrado na Figura 3.7, foram dispensadas em placas de 

96 poços contendo meio semisólido Clonacell (ClonaCellTM-CHO CD Medium - Stem 

Cell Techonologies) e aditivos, analisadas semanalmente através de triagem em larga 

escala usando um microscópio de fluorescência tipo HTS (high-throughput screening, 

Operetta – Perkin Elmer). A visualização semanal das células por HTS permitiu a 

seleção de poços monoclonais, visto que em meio semisólido os clones podem ser 

facilmente visualizados como colônias individualizadas. Os resultados podem ser 

observados na Figura 3.8, parte superior. 

Após o período de 20-30 dias da recuperação das células em meio semisólido, 

colônias com alta fluorescência (maior média de fluorescência dos pixels verdes 

dentro da colônia) e monoclonais (somente uma colônia esférica visível no poço),  

foram recuperadas para expansão em placas de 24 poços (Figura 3.8, parte inferior), 

contendo 500 µL de meio líquido Dynamis (Thermo # A2661501) e aditivos: 1:100 de 

Glutamax (Gibco #35050-061), 0,1% de Pluronic™ F-68, Non-ionic Surfactant (Gibco 

#24040-032), 1:2000 de Anti-Clumping Agent (Thermo #001-0057AE), 1:1000 de 

Trace Elements A e B (Corning #25-021-Cl e #25-022-Cl, respectivamente). Essa 

placa foi mantida a 37°C, a 8% de CO2, a 100 rpm, por aproximadamente 15 dias.  
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Figura 3.8. Triagem dos clones enriquecidos para GFP, após a separação por Namocell, em um 

sistema HTS (high throughput screening). A imagem superior é uma reconstrução virtual 

representativa de uma placa completa de clonagem (20 dias após a separação por Namocell), com 

objetiva de aumento de 5X; as setas azuis indicam poços contendo uma população monoclonal 

enquanto as setas laranjas indicam poços contendo populações provavelmente não clonais (presença 

de mais de um ponto verde, originado de células distintas). O acompanhamento do crescimento das 

colônias, em meio semi-sólido, em microscopia de fluorescência tipo HTS (high-throughput screening, 

Operetta – Perkin Elmer) permite a seleção dos clones mais fluorescentes (possivelmente com maior 

nível de expressão da proteína de interesse) e exclusão de populações policlonais. A imagem inferior 

é representativa da expansão dos clones de interesse em meio líquido em placa de 24 poços, com 

objetiva de aumento de 20X. 



62 
 

Após esse período, os clones que cresceram foram transferidos para uma placa 

de 12 poços, sendo a densidade inicial de 2x105 células/ml em volume final de 1 mL 

em meio líquido Dynamis (Thermo # A2661501) e os mesmos aditivos. Essa placa foi 

mantida a 37°C, 8% de CO2, a 100 rpm, por aproximadamente 15 dias.  

Após esse período, as células foram transferidas para Erlenmeyer de 

capacidade 125ml com volumes de 5 a 30ml de meio de cultura Dynamis em 

concentração mínima de 2x105 células/ml. Após 2 repiques de mesma concentração, 

107 células foram centrifugadas, suspensas em 1ml de Synth-a-freeze (Thermo Fisher 

– #A1254201) e congeladas em nitrogênio líquido evitando o envelhecimento das 

culturas para as análises posteriores. 

 

3.5.1.1.4. Análise de intensidade de fluorescência por microscopia de 

fluorescência 

 

Foi retirado do cultivo Fed-batch 2x105 células no segundo dia de cultivo para 

análise de GFP por microscopia de fluorescência. As células para análise contendo o 

marcador de seleção e ExpiCHO (controle) foram centrifugadas a 300xg durante 10 

minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 200uL de PBS 

(ThermoFisher) e aplicados em placa de 96 poços. 

As imagens foram capturadas para análises de fluorescência através de 

microscópio Operetta HTS High-Content Imaging Screening (Perkin Elmer), objetiva 

20X air, 100 fotos/poço, 3 planos, CO2 5%, 37°C, utilizando o filtro respectivo para 

cada marcação, como apresentado na Tabela 3.3. A análise das imagens foi realizada 

com o software Harmony High-Content Imaging and Analysis (Perkin Elmer) com 

definições pré-estabelecidas utilizando a foto apresentada pela captura com 

Brightfield (Figura 3.9a) na seguinte ordem: definição da morfologia celular (Figura 

3.9b), exclusão de células com morfologia não circular (Figura 3.9c) e eliminação de 

células nas bordas da imagem (Figura 3.9d). 
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Tabela 3.3. Filtros utilizados e respectivos marcadores de seleção detectados para análise por 

microscopia de fluorescência Operetta HTS High-Content Screening System (Perkin Elmer). 

Filtro Marcador de Seleção 

Brightfield - 

mCherry (530-650nm) mCherry (587nm – 510 nm) 

EGFP (460-550nm) copGFP (488nm – 507nm) 

 

 

 

Figura 3.9. Definições estabelecidas para análise de fluorescência por microscopia (Operetta – 

Perkin Elmer). (a) Imagem utilizada para definição dos parâmetros de análise. (b) Definição dos 

parâmetros de identificação da população a ser analisada: área e roundness celular. As células 

delineadas em diferentes cores foram consideradas para análise de acordo com os parâmetros pré-

estabelecidos. (c) Cell roundness: 0,8. As células apresentadas com preenchimento de diferentes cores 

foram consideradas para análise de acordo com os parâmetros pré-estabelecidos. (d) Exclusão de 

células da borda da imagem para evitar recontagem. As células apresentadas em vermelho foram 

excluídas por estarem na borda da imagem. As células apresentadas em verde foram consideradas 

para a análise.  
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3.5.1.2. Análise da fluorescência por citometria de fluxo – S3 Biorad 

 

As populações de células para análise contendo o marcador de seleção e 

ExpiCHO (controle) foram centrifugadas a 300xg durante 10 minutos e o sobrenadante 

foi descartado. O pellet de células foi suspenso em 1mL de PBS – BSA 2% (Thermo 

Fisher Scientific) para lavagem, sendo esse procedimento realizado 2 vezes. Após, as 

células foram suspensas em PBS – BSA 2% (Thermo Fisher Scientific) com Normocin 

50mg/mL 1:500 (Invivogen) e analisadas por citometria de fluxo em equipamento S3 

(Biorad), utilizando o filtro respectivo para a sua marcação como apresentado na 

Tabela 3.4. As análises dos procedimentos realizados na citometria de fluxo foram 

realizadas utilizando o software de análise FlowJo 10.7.1. (BD – Biosciences). 

 

Tabela 3.4. Filtros utilizados e seus respectivos marcadores de seleção detectados para análise 

por citometria de fluxo. 

Filtro* Marcador de Seleção* 

FL1 (510-540nm) copGFP (488nm – 507nm) 

FL3 (602-627nm) mCherry (587nm – 510 nm) 

*Informações disponíveis no catálogo do citômetro S3e Cell Sorter (488/561nm lasers) – Bio-Rad. 

 

3.5.1.3. Cultivo em bateladas alimentadas (Fed-Batch) 

 

3.5.1.3.1. Fed-Batch em erlenmeyers 

 

Para análise de produção da proteína terapêutica Pró-Trombina foram realizadas 

bateladas alimentadas (Fed-Batch) de 20mL de cultivo de células na concentração 

inicial de 5x106 cel/mL com duração de 6 dias de cultivo a 37ºC e rotação a 180 rpm. 

As coletas das amostras foram realizadas diariamente para as seguintes análises: 

10uL para verificação do crescimento e viabilidade das células; 10uL para verificação 

de pH utilizando fita de pH; e 10uL para verificação de taxa de glicose utilizando o 

leitor de glicose (Accu Check - Active). A contagem de células foi realizada para o 

controle de crescimento e viabilidade da cultura. O pH foi ajustado diariamente 

utilizando Bicarbonato de Sódio/NaOH 5M quando a cultura atingisse pH <6.8 e, HCl 

1M quando a cultura atingisse pH >7.4. A glicose foi ajustada diariamente utilizando 

5% de Feed 2X (v/v) (CD EfficientFeed™ C AGT™ Nutrient Supplement 

[A1327504] - Thermo Fisher Scientific) quando a cultura estivesse com glicose 
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<300ng/dL e 10% de Feed 2X (v/v) quando a cultura estivesse com glicose <200ng/dL. 

Nos dias 3 e 6 foram coletadas 100uL de amostra da cultura para análise de 

produtividade por Dot Blot e ELISA. As amostras coletadas para quantificação de Pró-

Trombina foram centrifugadas durante 10 minutos a 300xg, o pellet descartado e o 

sobrenadante centrifugado novamente durante 10 minutos a 14000xg. O 

sobrenadante foi armazenado a -80ºC até a data da análise. 

 

3.5.1.3.2. Fed-Batch em microbiorreator Ambr15 

 

O Ambr 15 é um biorreator considerado padrão para cultura de células em 

pequena escala que permite screening de linhagens celulares e otimizações de 

expressão através de painel de meios de cultura e suplementos (feeds). Esse 

equipamento permite a integração de módulos de contagem de células (Vicell XR ou 

Cedex HiRes) e de análise de Metabólitos (Cedex Bio-HT analyzer), mas que ainda 

não foram instalados no equipamento. 

 

 

Figura 3.10. Microbiorreator Ambr15 – Sartorius. (a) Estação de cultivo automatizado para células 

de mamíferos com capacidade para até48 microbiorreatores. (b) Microbiorreator descartável com 

volume útil de 10 a 15ml,presença de impeller, região para entrada de gases e sensor ótico para 

monitoramento de DO e pH. 

 

O experimento de Fed-Batch em microbiorreator (Ambr15 – Sartorius) (Figura 

3.10) constituiu-se de bateladas com 10-15mL de cultura na concentração inicial de 
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4x105 cél/mL com duração de 14 dias de cultivo a 37 ºC com rotação inicial de 400 

rpm por 3 horas, seguido de aumento gradativo de rotação de 500 rpm, 750 e 900 rpm 

a cada 3 horas. Após alcançar a rotação de 900 rpm, esta rotação foi mantida até o 

final do experimento. A DO foi mantida a 80% e o pH na faixa de 7,15 a 7,25. 

Os ajustes de pH realizados manualmente em Fed-Batch em erlenmeyers, 

foram realizados automaticamente pelo equipamento Ambr15. O pH foi ajustado 

diariamente pelo ajuste interno do equipamento através da adição de solução básica 

(v/v) quando pH<7.15 ou adição do gás CO2 quando do pH>7.25. Após as células 

atingirem a concentração de 107 células/ml, a glicose foi ajustada diariamente 

utilizando 5% de Feed 2X (v/v) (CD EfficientFeed™ C AGT™ Nutrient 

Supplement [A1327504] - Thermo Fisher Scientific) para manter a faixa de glicose 

de aproximadamente 300ng/dL. É recomendada a utilização de antiespumante 

(antifoam) na cultura para evitar formação de bolhas e garantir o bom funcionamento 

do Ambr15. Nesse estudo foi utilizado 30ul diário de SE-15 (Sigma- Aldrich # A8582) 

em concentração final de 0,75%, de acordo com Velugula-Yellela e colaboradores 

(2017). 

As coletas do sobrenadante foram realizadas nos dias 3, 6, 10, 11, 12 e 14 para 

as seguintes análises: 500uL total onde desta coleta, 10 µL foi utilizado para contagem 

de células, realizada para o controle de crescimento e viabilidade da cultura e, o 

restante da coleta (490uL), foi utilizado para quantificação de Pró-Trombina sendo 

centrifugadas durante 10 minutos à 300xg, o pellet descartado e, o sobrenadante 

centrifugado novamente durante 10 minutos à 14000xg. O sobrenadante foi 

armazenado a -80 ºC até a data da análise para a quantificação de Pró-Trombina por 

ELISA, utilizando o Human Total Factor II (Pro-Thrombin) Elisa Kit I (Inovative 

Research, Inc.) e posterior cálculo de produtividade específica (qP). 

  

3.6. Sistema Ingresso 2.0  

 

Para a verificação da relação entre as sequências regulatórias e o aumento da 

quantidade de Pró-Trombina no sobrenadante das culturas, células ExpiCHO foram 

transfectadas com plasmídeos para expressão transiente, de acordo com o protocolo 

descrito posteriormente, não tendo a necessidade de cell sorting para enriquecimento 

da população de células para copGFP. As populações foram analisadas por citometria 
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de fluxo (S3-Biorad) para análise da intensidade de fluorescência de copGFP 48h 

após lançadas em Fed-Batch em microbiorreator (Ambr 15 - Sartorius). O experimento 

teve duração de 6 dias e as amostras do sobrenadante foram coletadas nos dias 3, 5 

e 6 para a quantificação de Pró-Trombina por ELISA, utilizando o Human Total Factor 

II (Pro-Thrombin) Elisa Kit I (Inovative Research, Inc.). 

 

3.6.1. Análise da expressão de Pró-trombina na presença dos elementos 

5’UTR e 3’UTR 

 

3.6.1.1. Construção de plasmídeo contendo 3’UTR e gene referente a Pró-

Trombina 

 

Levando em consideração que o plasmídeo Ingresso 1.0 já possui 5´UTR, a 

próxima etapa foi avaliar se a presença da região 3´UTR resulta em maior aumento 

desta proteína no sobrenadante da população. Para isso, foi realizada a construção 

do gene sintético referente ao plasmídeo Sistema Ingresso 2.0 

(CMV_5’UTR_IRES_3’UTR (Figura 3.11a) constituído de sítios de enzimas de 

restrição específicos para alterações de promotor, sequência do gene que codifica 

para proteína de interesse, marcador de seleção e 3’UTR utilizando o software 

SnapGene. Esse vetor foi produzido pela empresa GeneScript. 

Foi realizada a clonagem das sequências copGFP e Pró-trombina, como 

descrito anteriormente, nessa ordem, para a obtenção dos plasmídeos para teste de 

expressão do Sistema Ingresso 2.0, resultando no plasmídeo 

CMV_5’UTR_Thr_IRES_copGFP_3’UTR (Figura 3.11b). Como controle de expressão 

negativa para a sequência 3’UTR, a sequência foi retirada pela digestão com enzimas 

de restrição específicas para a região (descrito anteriormente) e, as extremidades 

reparadas utilizando o AnzaTM DNA and Repair kit (ThermoFisher Scientific 

#IVGN2504), seguido pelo protocolo de ligação com T4 DNA ligase e transformação 

em E.coli. As colônias resultantes da reação foram inoculadas para realização de 

minipreparação de plasmídeo e os respectivos plasmídeos foram digeridos com 

enzimas de restrição específicas para a região 3’UTR. Foi enviado para 

sequenciamento o plasmídeo que não liberou fragmento resultante da digestão, sendo 

considerado o plasmídeo CMV_5’UTR_Thr_IRES_copGFP_3’UTRnoc. 
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Figura 3.11. Plasmídeos para teste de sequência 3’UTR – Sistema Ingresso 2.0. (a) Plasmídeo 

CMV_5’UTR_IRES_3’UTR-Genscript. (b) Plasmídeo CMV_5’UTR_Thr_IRES_copGFP_3’UTR. 

AmpR: gene que codifica resistência a ampicilina; CMV Promoter: Promotor de Citomegalovírus; 

5’UTR: elemento 5’UTR (TPE); Trombina: gene que codifica para proteína Pró-trombina.; IRES: 

Internal Ribosome Entry Site; CoGFP: gene que codifica para proteína fluorescente verde GFP, GI: 

375332228; 3’UTR: sequência 3’UTR SV40 poly(A) signal: Sinal de poliadenilação. ITR1 e 2: sítios 

de reconhecimento por transposase. Ins1 e Ins2 enhancer: Regiões insuladoras. 

 

3.6.2. Análise da expressão de Pró-trombina na presença de Enhancers 

 

3.6.2.1. Construção de plasmídeos contendo Enhancer I e Enhancer II 

 

 Além da sequência 3’UTR no Sistema Ingresso 2.0, foram inseridas as 

sequências escolhidas de enhancers de promotor CMV, descritos na literatura (Brown 

et al., 2015), no cassete de integração. Com isso, testes com dois diferentes 

enhancers de promotor CMV foram realizados para avaliar se há o aumento da 

expressão do gene referente à proteína terapêutica Pró-Trombina.  

 A partir do plasmídeo CMV_5’UTR_Thr_IRES_copGFP_3’UTR (Figura 

3.12b), foram adicionadas as sequências enhancers a montante do promotor (CMV). 

Os plasmídeos utilizados para a transfecção em células ExpiCHO possuem: (I) 

Enhancer I, CMV, 5’UTR, Pró-Trombina, IRES, copGFP e 3’UTR e, (II) Enhancer II, 

CMV, 5’UTR, Pró-Trombina, IRES, copGFP e 3’UTR, conforme apresentado nas 

Figuras 3.12a/b, respectivamente. Como controle para as análises da quantidade de 
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Trombina no sobrenadante, foi utilizada a população de células que não possui 

enhancers descrito anteriormente. 

 

 

Figura 3.12. Plasmídeos para teste de Enhancers – Sistema Ingresso 2.0. (a) Plasmídeo 

EnhancerI_CMV, 5’UTR_Thr_IRES_copGFP_3’UTR. (b) Plasmídeo 

EnhancerII_5’UTR_Thr_IRES_copGFP_3’UTR. AmpR: gene que codifica resistência a ampicilina; 

Enhancer I e Enhancer II: sequências de enhancers de CMV escolhidas; CMV Promoter: Promotor 

de Citomegalovírus; 5’UTR: elemento 5’UTR (TPE); Trombina: gene que codifica para proteína Pró-

trombina.; IRES: Internal Ribosome Entry Site; CoGFP: gene que codifica para proteína fluorescente 

verde GFP, GI: 375332228); 3’UTR: sequência 3’UTR; SV40 poly(A) signal: Sinal de poliadenilação. 

ITR1 e 2: sítios de reconhecimento por transposase. Ins1 e Ins2 enhancer: Regiões insuladoras. 

 

3.6.2.2. Transfecção de ExpiCHO para análise de expressão transiente 

 

 O protocolo de transfecção de ExpiCHO foi adaptado de Rajendra e 

colaboradores (2017). Foram utilizados 36ug de DNA/ml e 6x107cel/ml para a 

transfecção. As transfecções foram realizadas em triplicata para cada plasmídeo do 

Sistema Ingresso 2.0. 

As células foram preparadas 4 dias antes da transfecção onde foram repicadas 

na densidade 5x105/ml com adição de Synthecol (Sigma S5442) na diluição 1:500 e 

Fatty Acid na diluição de uso de 1:2000 (Sigma F7050). Após 3 dias, as células foram 

repicadas na densidade 1x106/ml com adição de Synthecol (Sigma S5442) na diluição 

1:500 e Fatty Acid na diluição de uso de 1:2000 (Sigma F7050), e foram adicionados 

os microbiorreatores em Amb15 contendo 8ml de meio Dynamis para checagem de 

pH, temperatura, quantidade de CO2 e DO. Para cada transfecção foram utilizadas 
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6x107 células, que foram centrifugadas a 300xg e suspensas em 4ml de meio 

Dynamis.  

A quantidade referente a 36ug de plasmídeos do Sistema Ingresso 2.0 foi 

precipitada com Etanol 100% e 10% Acetato de sódio 3M pH5.2 por 15 minutos a -80 

ºC. Após esse período, o DNA foi centrifugado a 13.000xg por 10 minutos, o volume 

descartado e então suspensos com Etanol 70%. Logo após a adição, foram 

centrifugados novamente na mesma velocidade e o DNA foi suspenso em 30ul de 

meio Dynamis. O DNA foi então adicionado a cultura, seguido de adição de PEI 

(Polysciences, Eppenheim Alemanha - estoque 1mg/ml pH 7.0) na concentração final 

de 15µg/ml, sob agitação manual.  

As culturas foram transferidas para os microbiorreatores que já continham 8ml 

de Dynamis, com concentração final de 5x106 céls/ml. A rotação inicial por 3 horas foi 

de 400rpm, com aumento gradual de 500rpm, 750 rpm e 900 rpm com intervalo de 3 

horas entre elas. A rotação final foi 900rpm. 

 

3.7. Análise Qualitativa 

 

3.7.1. Dot Blot 

 

 Para verificar a presença de Pró-Trombina em experimento de Fed-Batch em 

erlenmeyers, foram analisadas as amostras coletadas nos dias 3 e 6. As amostras 

foram diluídas nas concentrações 1:4 e 0,1:4 em PBS1X+Tampão de Amostra 1X e, 

para o controle positivo da presença de proteína foi utilizada Human Prothrombin (Bio 

Conect Life Science cat# HCP-00010) nas diluições de 2µg, 1 µg 0,5 µg, 0,25 µg, 

0,125 µg + 10µL de Tampão de Amostra 1X. As amostras foram aquecidas a 95ºC por 

5 minutos e aplicadas em membrana utilizando um sistema de 96 poços sob vácuo. 

Após aplicação, a membrana foi bloqueada com 50mL de Solução de Bloqueio em 

agitação por 1 hora. Em seguida, o anticorpo murine Anti-Prothrombin (Green 

Mountain Antibodies) foi diluído na concentração 1:100 (v/v) em Solução de Bloqueio 

e adicionado à membrana. A membrana com o anticorpo primário foi deixada em 

agitação por 1 hora. Após a incubação com anticorpo primário, a membrana foi lavada 

3 vezes com PBS Tween 0,01% e incubada com o goat anti-rabbit IgG (H+L) 

horseradish peroxidase conjugate (Invitrogen cat#G21234) na concentração 1:500 

diluído em Solução de Bloqueio e incubada sob agitação por 1 hora. Após, a 
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membrana foi lavada 3 vezes com PBS Tween 0,01% e revelada com solução de 

revelação Super SignalTM West Pico Plus Chemiluminescent Sustrate. 

  

3.8. Análise Quantitativa 

 

3.8.1. Western Blot 

 

 Uma outra forma de avaliar a presença e a quantidade das proteínas mCherry 

e copGFP nas populações contendo dupla fluorescência foi por Western blot. Para 

isso foi necessária a preparação do extrato de proteínas das duas populações 

enriquecidas para copGFP. Foram coletadas o 6x107 células de cada população e 

então, centrifugadas a 300xg durante 10 minutos e então suspendidas em 400 µL de 

PBS1X+Tampão de Amostra de proteínas 1X. Essas amostras foram aquecidas a 

95ºC por 5 minutos e acondicionadas à -80ºC até a análise. 

 As amostras foram aplicadas em Precast protein gels 7,5% Mini-PROTEAN® 

TGXTM (Bio-rad) e submetidas a eletroforese por 1 hora a 30 mA. O gel foi submetido 

à transferência para membrana de nitrocelulose para western blot (GE – Life Science), 

imergindo em tampão de transferência, com a cuba em gelo durante 1 hora a 100V. 

Após, a membrana foi corada com Ponceau S, durante 10 minutos sob agitação, 

enxaguado com H2O 18.2 e as membranas utilizadas para detecção de mCherry e 

copGFP foram bloqueadas com Solução de Bloqueio sob agitação por 1 hora, já as 

membranas utilizadas para a detecção de Beta-actina foram bloqueadas com 

PBS/BSA2% sob agitação por 1 hora, de acordo com o fabricante. Após, a membrana 

foi lavada com PBS/Tween 0,01% sob agitação por 10 minutos, repetindo 3 vezes o 

processo.  

Para a detecção de mCherry foi utilizado o anticorpo Anti-mCherry [EPR20579 

#ab213511), na diluição 1:500 em Solução de Bloqueio. Como normalizador da 

quantidade de proteína aplicada foi utilizada a proteína Beta-Actina (Torkashvand et 

al., 2018) utilizando o anticorpo anti-beta Actin [mAbcam 8226 - Loading Control], na 

diluição 1:1000 em PBS/BSA2%. Ambas as membranas foram submetidas à agitação 

de 50 rpm com os anticorpos primários anteriormente mencionados durante 1 hora e 

lavadas com PBS/Tween 0,01% sob agitação por 10 minutos, repetindo 3 vezes o 

processo. 
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Após a incubação com anticorpo primário e lavagem das membranas, elas 

foram incubadas com o anticorpo secundário: para detecção de mCherry e copGFP 

as membranas foram incubadas com Anticorpo Anti-rabbit IGG (H+L), horseradish 

peroxidase [G21234] – Invitrogen e para detecção de Beta-actina as membranas 

foram incubadas com Anticorpo Anti-mouse IGG Peroxidase produzido em coelho 

[A9044] – Sigma-Aldrich. Ambas as membranas foram submetidas à agitação de 50 

rpm com seus respectivos anticorpos secundários durante 1 hora e lavadas com 

PBS/Tween 0,01% sob agitação por 10 minutos, repetindo 3 vezes o processo. A 

revelação foi realizada utilizando a solução de revelação Super SignalTM West Pico 

Plus Chemiluminescent Sustrate. 

 

3.8.2. ELISA 

 

 Para quantificar a Pró-Trombina em sobrenadante das culturas de Fed-Batch, 

foram coletadas amostras no tempo 3, 5 e 6 para Erlenmeyer e nos tempos 3, 5, 6, 12 

e 14 para microbiorreator. As análises foram realizadas em triplicata técnica, 

repetições de medidas das mesmas amostras, utilizando o Human Total Factor II 

(Prothrombin) ELISA Kit (Innovative Research, Inc.) seguindo o protocolo da 

fabricante. O protocolo foi realizado em temperatura ambiente, e cada etapa de 

agitação foi realizada à 300rpm.  

O preparo da curva padrão foi realizado nas concentrações 100ng/mL, 

75ng/mL, 50ng/ml, 37,5ng/ml, 25ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml, 2,5ng/ml, 1ng/ml, 0,5ng/ml, 

0,25ng/ml, 0ng/ml conforme apresentado na Tabela 3.5. As amostras dos clones em 

Fed-Batch e populações estáveis foram diluídas nas proporções 1:100, 1:1.000, 

1:5.000, 1:10.000, 1:50.000, 1:100.000 (v/v). As amostras das populações de 

expressão transientes em Fed-Batch foram diluídas nas proporções 1:100, 1:500, 

1:2500 (v:v). 
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Tabela 3.5. Concentrações de Pró-trombina para curva de ELISA: quantificação do título em 

sobrenadantes de culturas em Fed-batch, utilizando Kit Human Total Factor II (Prothrombin) 

ELISA Kit (Innovative Research, Inc.). 

Concentração de pró-trombina (ng/mL) Diluições (BB + Padrão) 

100 900uL + 100uL (vial) 

75 100uL (100ng/uL) + 100uL (50ng/uL) 

50 500uL + 500uL (100ng/uL) 

37,5 100uL (50ng/uL) + 100uL (25ng/uL) 

25 500uL + 500uL (50ng/uL) 

10 600uL + 400uL (25ng/uL) 

5 500uL + 500uL (10ng/uL) 

2,5 500uL +500uL (5ng/uL) 

1 600uL + 400uL (1ng/mL) 

0,5 500uL + 500uL (1ng/uL) 

0,25 500uL + 500uL (0,5ng/uL) 

0 500uL  

BB: Blocked Buffer (Tampão de bloqueio) 

 

3.9. Contagem de células e viabilidade 

 

 Para o acompanhamento do crescimento e viabilidade, cálculos de transfecção, 

cell sorting, análise por microscopia de fluorescência e cultivos anteriormente 

descritos, foram realizadas coletas de 10µL das culturas e, diluídas em Trypan Blue 

(Sigma-Aldrich) na proporção 1:1 (v/v) para contagem, utilizando o equipamento Luna-

FL Dual Fluoresence Cell Conter (Logos Biosystems). Ao utilizar o corante para a 

contagem celular, as células com a membrana celular íntegra não são coradas sendo 

consideradas células viáveis. As células coradas são consideradas células inviáveis 

devido a membrana estar danificada o suficiente para que o corante atravesse a sua 

membrana.  
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3.10. Produtividade específica - Análise de qP 

 

 O cálculo para analisar a produtividade específica da cultura (qP) foi realizado 

de acordo com a fórmula descrita por Aghdam e colaboradores (2019), onde o valor 

foi expresso em picogramas por célula por dia, utilizando a seguinte fórmula: 

𝑞𝑃 (𝑝𝑔 𝑐𝑒𝑙𝑙⁄ 𝑑𝑖𝑎⁄ ) = (
𝑇2 − 𝑇1

𝑑2 − 𝑑1
) 𝑥 𝑑𝑎𝑖𝑙𝑦 𝑔𝑟𝑜𝑤𝑡ℎ 𝑟𝑎𝑡𝑒 

 

 

Onde:  

𝐷𝐺𝑅 (𝑑𝑎𝑖𝑙𝑦 𝑔𝑟𝑜𝑤𝑡ℎ 𝑟𝑎𝑡𝑒) = (
ln(𝑑2) − ln(𝑑1)

𝑡2 − 𝑡1
) /24 

T = Título 

d = densidade celular 

t = tempo em horas 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Sistema Ingresso 1.0 

 

4.1.1. Análise de quantidade de mCherry produzida na presença de 5’UTR 

 

 A análise do aumento da produção da proteína de interesse mCherry no 

Sistema Ingresso 1.0 foi realizada em comparação ao Sistema Ingresso original, que 

não possui a sequência 5’UTR (TPE) a montante ao gene de interesse no cassete de 

integração em células ExpiCHO. Para isso foram obtidas populações com dupla 

fluorescência (mCherry e copGFP) com vetores do Sistema Ingresso (sequência 

5’UTR ausente) e do Sistema Ingresso 1.0 (sequência 5’UTR presente). O 

enriquecimento das populações de células transfectantes foi realizado por 3 ciclos de 

cell sortings para o marcador de seleção copGFP, com posterior análise da expressão 

de mCherry por citometria de fluxo e Western blot. 

Após a compensação automática das fluorescências entre os canais FL1 (para 

copGFP) e FL3 (para mCherry), realizada no próprio software ProSort do equipamento 

S3-Biorad), foi observada diferença entre as fluorescências de mCherry obtidas para 

populações do Sistema Ingresso e Sistema Ingresso 1.0, conforme apresentado na 

Figura 4.1a. 

De acordo com os resultados obtidos, foi observada a relação entre as 

fluorescências para as duas populações: 

- Sistema Ingresso (5´UTR ausente): 0,43% mCherry+ e 90,2% copGFP+. 

- Sistema Ingresso 1.0 (5´UTR presente): 86,7% mCherry+ e 78,2% copGFP+. 

 Embora tenha sido observado uma pequena diminuição de fluorescência de 

copGFP na população do Sistema Ingresso 1.0, provavelmente pela compensação 

entre as fluorescências, foi observado um aumento significativo de fluorescência de 

mCherry na população do Sistema Ingresso 1.0. Uma outra forma de avaliar a 

quantidade de mCherry nas duas populações foi através de Western blot, utilizando 

Beta-Actina como controle de quantidade aplicada por canal de gel SDS-Page Os 

resultados podem ser observados na Figura 4.1b.  
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Não foi possível obter a análise da quantidade de copGFP por western blot pois 

o anticorpo não foi promissor, porém foi observado um aumento aproximado de 8 

vezes da quantidade de mCherry na população do Sistema Ingresso 1.0 em relação 

ao Sistema Ingresso. Esses resultados confirmam os dados obtidos por citometria de 

fluxo, sendo promissor o uso da sequência 5’UTR na expressão de proteínas 

heterólogas em células de mamíferos no Sistema Ingresso 1.0. 
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Figura 4.1. Avaliação da expressão de mCherry em células CHO utilizando sequência 5’UTR. (a) Análise de intensidade de fluorescência de populações 

enriquecidas por citometria de fluxo após transfecção com plasmídeo Sistema Ingresso (ausência de 5’UTR) e Sistema Ingresso 1.0 (presença de 5’UTR) para 

avaliação da influência da sequência 5’UTR na expressão do gene que codifica para a proteína de interesse através do histograma da intensidade de fluorescência 

em citometria de fluxo. (b) Análise quantitativa de mCherry para avaliação da influência da sequência 5’UTR. Para cada canal foi aplicado o extrato celular referente 

a 3x106 células para detecção de: mCherry, proteína de interesse; Beta-actina, controle de quantidade de proteína aplicada. (c) quantificação de proteína mCherry 

através da densidade normalizada obtida pela divisão da densidade integrada de mCherry pela densidade integrada de Beta-Actina nas populações do Sistema 

Ingresso e Ingresso 1.0. 
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As regiões 5’UTRs são sequências que podem apresentar estruturas 

secundárias de RNAs (RGEs – RNA Regulation elements) (Eisenhut et al., 2020) de 

grande impacto na tradução de mRNAs (Barrett et al., 2012) e, quando suas estruturas 

são alteradas, influenciam diretamente na expressão do gene localizado a jusante da 

sequência (Dominguéz et al., 1998). Essas sequências podem ser próprias de células 

eucarióticas que são normalmente ativadas por stress celular para a tradução de 

mRNAs referentes à fatores apoptóticos  (Weingarten-Gabbay et al., 2013; Sherril e 

Lloyd, 2008) ou, podem ter origem viral com a função de auxiliar na replicação do vírus 

utilizando a maquinaria da célula hospedeira (Rohll et al., 1994). Conforme 

apresentado por Li e colaboradores (2019), há três diferentes mecanismos utilizados 

baseando-se em sequências 5’UTRs para a tradução de mRNAs virais independentes 

de capeamento 5’: Internal Ribosome Entry Site – IRES, -1 Programmed Ribosome 

Frameshifting (-1 PRF) e o Ribosome Shunting. Dentre os três mecanismos 

mencionados, o Ribosome Shunting é descrito como o mecanismo utilizado na 

infecção por adenovírus em células de mamíferos (Yueh e Schneider, 1996), onde a 

tradução do mRNA se baseia no reconhecimento da subunidade 40S do ribossomo à 

região específica, variando de acordo com a sequência 5’UTR, e salta para a região 

de recebimento, onde reconhece a sequência AUG iniciadora da tradução (Li, 2019). 

Essa característica promove o aumento da tradução de mRNAs relacionados à fase 

tardia da infecção viral (Logan e Shenk, 1984; Ramke et al., 2017).   

Assim como as sequências 5’UTRs endógenas podem ser utilizadas para 

aumentar a expressão de proteínas específicas terapêuticas na própria célula (Asrani 

et al., 2018), as sequências 5’UTRs virais também podem ser utilizadas para aumentar 

os níveis de produção de proteínas terapêuticas específicas. Mariati e colaboradores 

(2010) mostraram que a sequência 5’UTR de adenovírus aumenta mais de 2 vezes a 

expressão da proteína heteróloga em células CHO, sendo que  esse aumento da 

produção foi confirmado com o resultado apresentado pelo nosso trabalho. Ao avaliar 

o proteoma das células CHO caracterizadas por alta expressão da produção de 

proteínas terapêuticas, Yee e colaboradores (2009) observaram que essas 

populações apresentam baixa expressão de proteínas ribossomais, com exceção das 

proteínas Rps25 e Rps27 que apresentaram aumento da expressão. Ambas estão 

presentes na subunidade 40S do ribossomo, subunidade de extrema importância para 

a tradução mediada por 5’UTR, visto que a sequência 5’UTR de adenovírus é 

dependente da proteína Rps25 para executar a sua função (Hertz et al., 2013). Essa 
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característica é resultante de um stress celular induzido pela diminuição de 

temperatura no cultivo celular, técnica habitualmente utilizada para induzir o aumento 

da expressão das proteínas heterólogas (Kaufmann et al., 1998).  

Visto que os níveis de expressão das proteínas próprias das células são 

diferentes em populações de baixa e alta produção de proteínas heterólogas, tanto no 

início do como no final do cultivo (Huang e Yoo, 2020), faz-se necessário o 

acompanhamento de diferentes etapas do cultivo para compreender o comportamento 

celular durante a expressão de proteínas terapêuticas. Após avaliação, é possível 

delinear as futuras análises para o aumento dos níveis de expressão do Sistema 

Ingresso 1.0 utilizando mecanismos da regulação da expressão gênica relacionados 

a 5’UTR incorporada. A análise futura da expressão de Rps25 pode ser realizada para 

confirmar se há relação com o aumento da expressão da proteína de interesse com 

adição da sequência 5’UTR TPE no cassete de integração ou, se a superexpressão 

dessa proteína ribossomal pode ocasionar diretamente no aumento da expressão de 

proteínas heterólogas de interesse. Outra alternativa seria utilizar outra característica 

funcional presente na fase tardia da infecção por adenovírus, a expressão da proteína 

100k, pois a fosforilação das tirosinas 365 e 682 da sua estrutura, redireciona os 

ribossomos para a tradução de mRNAs contendo a sequência 5’UTR do próprio vírus 

(Xi et al., 2005). Esse mecanismo é uma ótima oportunidade para desenvolvimento 

de sistemas de expressão regulado para aumento de produção de proteínas 

terapeuticas; perspectiva essa de desenvolvimento já em implementação pelo grupo 

do IBMP.  

Vale ressaltar que o aumento da expressão da proteína terapêutica de 

interesse pode variar de acordo com a linhagem celular utilizada e com a proteína de 

interesse produzida, consonante com a grande complexidade que envolve a regulação 

da expressão gênica (Mariati et al., 2010). 

 

4.1.2. Análise de quantidade de proteína Pró-trombina produzida na presença 

de 5’UTR 

 

A próxima etapa foi substituir o gene que codifica para a proteína mCherry pelo 

gene que codifica para Pró-trombina, uma proteína terapêutica de interesse no grupo 

de Desenvolvimento Tecnológico do IBMP, para avaliar o potencial de aplicação em 
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uma plataforma de produção de proteínas terapêuticas utilizando o Sistema Ingresso 

1.0. 

Foram obtidas anteriormente pelo grupo populacões para o Sistema Ingresso 

e Ingresso 1.0, utilizando os respectivos plasmídeos (Figura 16a e 16b) e os 

enriquecimentos foram realizados através de 3 ciclos de cell sorting para copGFP. 

Após a obtenção das populações, foi realizado um último enriquecimento para 

copGFP, selecionando as células que apresentassem alto grau de fluorescência (5% 

mais fluorescentes), com o intuito de selecionar populações altamente produtoras 

para Pró-Trombina. A relação entre fluorescência e quantidade de Pró-Trombina foi 

posteriormente realizada neste trabalho e será discutida adiante. 

Foi realizada a quantificação da proteína Pró-Trombina em sobrenadantes 

dessas culturas após 6 dias de cultivo celular em Erlenmeyers. A Figura 4.2 mostra 

que a quantidade de Pró-Trombina produzida pelas populações (3 e 4) do Sistema 

Ingresso 1.0 apresentou um aumento de aproximadamente 3 vezes em relação às 

populações controle, ambas enriquecidas para copGFP (CTL e Pop Sistema 

Ingresso). 

 

 

Figura 4.2. Análise da quantidade de Pró-Trombina entre as populações obtidas para Sistema 

Ingresso e Sistema Ingresso 1.0 enriquecidas para copGFP. Após o terceiro cell sorting, as células 

que apresentaram maior grau de fluorescência de copGFP (em torno de 5% da população) foram 

selecionadas, gerando populações altamente enriquecidas (quarto cell sorting). CTL: População 

Sistema Ingresso obtida após enriquecimento de copGFP por 3 ciclos de cell sorting. 1 e 2. Populações 
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Sistema Ingresso altamente enriquecidas para copGFP - quarto cell sorting. 3 e 4. Populações Sistema 

Ingresso 1.0 (presença de 5’UTR TPE) altamente enriquecidas para copGFP - quarto cell sorting. 

  

Foi observado um aumento da quantidade de Pró-trombina nas populações de células 

transfectadas com vetores do Sistema Ingresso 1.0, quando comparado ao Sistema 

Ingresso, porém os títulos (analisados por ELISA – Figura 22) foram bem próximos 

aos estudos de Greene e colaboradores (2020), onde nas mesmas condições de 

volume e tempo de cultivo, foi possível alcançar ~0,2g/L da proteína terapêutica 

recombinante. Com o objetivo de verificar possíveis células altamente produtoras 

dentro desta população enriquecida, foi realizada a clonagem celular da população 4 

(Figura 4.2) do Sistema Ingresso 1.0. 

 

4.1.3. Análise de quantidade de proteína Pró-trombina produzida por clones de 

células provenientes de população Sistema Ingresso 1.0 

 

Os clones celulares provenientes do Sistema Ingresso 1.0. foram obtidos pelo 

grupo de Desenvolvimento Tecnológico do IBMP através do isolamento de células 

únicas da população obtida através da transfecção com plasmídeo referente ao 

Sistema Ingresso 1.0. As células individuais foram dispensadas em meio semisólido 

para o crescimento e análise posterior da quantidade de Pró-Trombina produzida. 

Foram obtidos em torno de 48 clones e desses, foram descongelados 19 clones para 

a realização deste trabalho. Os clones restantes serão analisados posteriormente. 

Em uma primeira análise realizada pelo grupo de Desenvolvimento Tecnológico 

do IBMP (dados não apresentados) de apenas 5 clones, foi identificado dois clones 

que apresentaram maior e menor título final de Pró-trombina em Fed-batch em cultivo 

em erlenmeyers, com 0,26g/L e 0,024g/L, sendo eles os clones #5 e #3, 

respectivamente. O clone de maior produção em erlenmeyer, o clone #5, foi 

posteriormente cultivado em Biorreator de 5L, atingindo aproximadamente 0,46g/L 

após 14 dias de produção. A partir desses resultados, esses clones foram utilizados 

neste projeto como referência interna de um clone com maior e menor produção de 

Pró-trombina. Assim, foram realizadas comparações de títulos e comportamento 

celular com o objetivo de encontrar padrões de clones com alta produção. 
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Após 48 horas do início do experimento de Fed-Batch, a fluorescência dos 

clones foi analisada por microscopia de fluorescência (Operetta). De acordo com as 

imagens capturadas de alguns clones escolhidos foram observadas diferenças na 

quantidade de fluorescência emitida quando comparadas com a população Sistema 

Ingresso 1.0 e entre eles (Figuras 4.3 e 4.4). A média dessa intensidade de 

fluorescência foi calculada para identificação dessa diferença na intensidade emitida 

e para a análise de correlação com o título final de Pró-trombina que será discutida 

adiante. 
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Figura 4.3. Análise de células provenientes de população e linhagens clonais do Sistema Ingresso 1.0 para Pró-trombina por microscopia de fluorescência 

- baixa intensidade de fluorescência. Imagens capturadas por microscopia de fluorescência (Operetta – Perkin Elmer) para avaliação da intensidade de 

fluorescência emitida de População Sistema Ingresso 1.0 copGFP e clones Sistema Ingresso 1.0. Clones e populações utilizadas para Fed-batch em erlenmeyers e 

produção de Pró-trombina. Os clones #3, #45 e #47, apresentaram baixa fluorescência emitida quando comparado com fluorescência emitida pela população parental 

Sistema Ingresso 1.0. O tempo de exposição e potência da fonte luminosa foi o mesmo para todas as imagens; além disso, o brilho e contraste digital também estão 

na mesma intensidade em todas as imagens representativas, de maneira a permitir a visualização comparativa dos níveis de fuorescência.  
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Figura 4.4. Análise de células provenientes de população e linhagens clonais do Sistema Ingresso 1.0 para Pró-trombina por microscopia de fluorescência 

- alta intensidade de fluorescência. Imagens capturadas por microscopia de fluorescência (Operetta – Perkin Elmer) para avaliação da intensidade de fluorescência 

emitida de População Sistema Ingresso 1.0 copGFP e clones Sistema Ingresso 1.0. Clones e populações utilizadas para Fed-batch em erlenmeyers e produção de 

Pró-trombina. Os clones #28, #4 e #15, apresentaram fluorescência maior (#28) ou similar (#4 e #15) emitida quando comparado com fluorescência emitida pela 

população Sistema Ingresso 1.0. O tempo de exposição e potência da fonte luminosa foi o mesmo para todas as imagens; além disso, o brilho e contraste digital 

também estão na mesma intensidade em todas as imagens representativas. 
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Para a avaliação da presença de Pró-trombina em sobrenadantes de culturas 

de células do Sistema Ingresso 1.0 foi realizado o primeiro experimento por Fed-batch 

em Erlenmeyers por 6 dias, sendo a análise por Dot Blot realizada apenas no último 

dia de cultivo. De acordo com a Figura 4.5, os clones celulares #4B, #4, #28 e #15 se 

mostraram promissores na produção de Pró-trombina quando comparados com os 

níveis de detecção de proteína da população Ingresso 1.0.  

 

 

Figura 4.5. Análise qualitativa da presença de Pró-trombina em sobrenadante de população e 

linhagens clonais do Sistema Ingresso 1.0 para Pró-trombina – Fed-batch em erlenmeyers – Dot 

Blot. Análise qualitativa de Pró-trombina utilizando murine Anti-Prothrombin (Green Mountain 

Antibodies) em sobrenadantes do cultivo de população e clones produtores de Pró-trombina após 6 

dias de cultivo em erlenmeyers sob retroalimentação com feed. Controle positivo: Human Pro-thrombin 

HTJ 1µg/µL [HCP0010] – Haematologic Technologies. Controle negativo: sobrenadante do cultivo de 

células ExpiCHO. Para melhor resolução da detecção, foram aplicadas 10uL e 1uL do sobrenadante 

de cada cultura. 

 

Após a confirmação da presença de Pró-Trombina no sobrenadante dos clones, 

a quantidade de proteína no sobrenadante foi analisada nos dias 3 e 6 deste 

experimento. A quantificação foi obtida por ELISA para a análise de título entre os 

clones e a população, como pode ser observado na Figura 4.6. 
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Figura 4.6. Análise quantitativa de Pró-trombina em sobrenadante de culturas de células 

provenientes de população e linhagens clonais do Sistema Ingresso 1.0 – Fed-batch em 

erlenmeyers – ELISA. Análise quantitativa de Pró-trombina após 3 e 6 dias de cultivo em erlenmeyers 

sob retroalimentação com feed. Controle positivo: Pró-trombina Human Total Factor II (Prothrombin) 

ELISA Kit (Innovative Research, Inc.). Controle negativo: sobrenadante do cultivo de células ExpiCHO.  

 

Corroborando com o observado no resultado de Dot Blot, os clones #15, #28, 

#4 e #4B apresentaram títulos finais de Pró-trombina maiores em relação aos demais 

clones e da população do Sistema Ingresso 1.0. Através da análise quantitativa por 

ELISA, o #28 se destacou com título de Pró-trombina aproximado de 0,4g/L após 6 

dias de cultivo. O #5, clone previamente considerado maior produtor e já utilizado para 

produção em biorreator de 5L, apresentou valores menores que os clones 

mencionados, apresentando entre 0,2 e 0,25g/L de Pró-trombina nesse mesmo 

período. Esse resultado mostrou que foi possível identificar clones produtores de 

proteína recombinante após screening celular. 

Devido ao método de seleção dos clones ser baseado na intensidade de 

fluorescência emitida, foi analisada a relação entre intensidade de fluorescência de 

copGFP apresentada no dia 2 do cultivo (visto que ao analisar no início do processo 

estaríamos evitando a quantificação do possível acúmulo de GFP durante o 

crescimento celular) e a quantidade de Pró-Trombina no dia 6 do experimento, último 
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dia de cultivo, pois o acúmulo gerado da proteína de interesse é o objetivo principal 

no processo de produção. 

Como apresentado na Figura 4.7a, foi possível observar a relação entre a 

menor taxa de emissão de fluorescência e título nos clones #3, e #47. Já nos clones 

#15, #28 e #4, que apresentaram taxa de emissão acima de 12000 AU, foi observado 

maior título (entre 0,35 e 0,4 g/L). As exceções encontradas para essa correlação 

foram a população Ingresso 1.0, com taxa de emissão similar ao #15, mas de título 

aproximado de 0,25g/L e, o #4B com taxa de emissão acima de 12.000 AU e tÍtulo 

aproximado de 0,25g/L. 

Embora tenham sido observadas essas exceções, existe uma correlação entre 

a intensidadede emissão de fluorescência e o título final da proteína (Figura 4.7b), 

podendo a fluorescência ser um bom indicador na busca de clones com títulos 

maiores. 

Pôde-se observar que houve diferenças de comportamento celular tanto na 

expressão do marcador de seleção, onde os clones obtiveram tanto diferentes níveis 

de AU (Arbitrary Unit Fluorescence) para copGFP quanto na viabilidade celular, 

influenciando no crescimento ao longo do tempo, bem como nas concentrações no 

título final de Pró-trombina, tanto no dia 3 quanto no dia 6.  

O crescimento (Figura 4.8a) e viabilidade celular (Figura 4.8b) foram 

acompanhados diariamente. Foi possível observar que mesmo provenientes de uma 

mesma população, houve diferenças não só na intensidade de copGFP, mas também 

no crescimento celular. Esses resultados mostram que mesmo os clones provenientes 

de uma mesma população possuem capacidades produtivas diferentes, justificando a 

necessidade de estudos para a seleção do clone que apresente característica de 

maior capacidade produtora da proteína de interesse.  
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Figura 4.7. Análise de produção de Pró-trombina e intensidade de fluorescência – Fed-batch em erlenmeyers. (a) Intensidade de fluorescência registrado por 

microscopia de fluorescência (barras verdes) (dia 2) e, título final (dia 6) de Pró-trombina identificado por ELISA (pontos azuis). (b) Correlação da intensidade de 

fluorescência (Fluorescence Arbitrary Unit - AU) e título final de Pró-trombina (g/L). 
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Figura 4.8. Crescimento e viabilidade celular de população e clones do Sistema Ingresso 1.0 em Fed-batch em erlenmeyers. (a) densidade celular e (b) 

viabilidade celular de clones em Fed-batch em erlenmeyers durante 6 dias de cultivo para a produção de Pró-trombina. Densidade inicial de 50x105 cel/mL para 

avaliação de crescimento e produção da proteína de interesse. 
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Dentro de uma mesma população de células produtoras de proteínas 

recombinantes são encontradas diferentes características no comportamento dos 

clones selecionados como a viabilidade, o crescimento celular e a produção da 

proteína de interesse (Gupta et al., 2017) podendo alcançar níveis de expressão 

acima da própria população utilizada para clonagem (Hu et al., 2017). Mesmo 

utilizando uma mesma metodologia de seleção e linhagem celular, o tempo necessário 

para obter o clone produtor e os títulos finais de produção são variáveis para cada 

proteína terapêutica produzida (Brezinsky et al., 2003). Essas diferenças na 

estabilidade do comportamento de populações provindas de uma mesma transfecção, 

podem ser justificadas pela diferença na quantidade de cópias do gene transfectante 

presentes nas populações avaliadas e, além disso, os clones provenientes da mesma 

população podem apresentar diferenças na estabilidade de expressão que pode ser 

justificado pelos diferentes níveis de metilação encontrados em seu gene de interesse 

(Patel et al., 2018). Com isso, surge a necessidade de avaliar o comportamento 

genômico de cada população utilizada e seus respectivos clones, porém, este trabalho 

se baseou apenas nas análises de produtos provindos dos cultivos em Fed-batch, 

deixando a análise genômica de loci de transposição para trabalhos futuros. 

Ao analisar os clones com menor título final de Pró-trombina e intensidade de 

fluorescência, clones #3 e #47, foi possível observar que estes apresentaram 

decaimento de viabilidade celular (Figura 4.9a) já no início do cultivo, dia 2, sendo 

queo #3 já inicia o Fed-batch em erlenmeyers com taxa de viabilidade menor que 90% 

e, no dia 4, a viabilidade chega a alcançar valores próximos de 20% apenas. Já os 

clones com maior título final de Pró-tombina e intensidade de fluorescência, clones 

#4, #28 e #15, apresentaram viabilidade menor que 90% apenas a partir do dia 4 

(Figura 4.9b), tendo um comportamento semelhando à ExpiCHO. Com isso pode-se 

destacar a importância da viabilidade e crescimento dos clones durante um 

experimento de cultivo em Fed-batch. Esses resultados podem ser observados na 

Figura 4.9 (a e b). 
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Figura 4.9. Crescimento e viabilidade celular de populações e clones de alta produção e baixa produção de Pró-trombina em Fed-batch em erlenmeyers – 

Sistema Ingresso 1.0. Densidade celular (barras) e viabilidade celular (linhas, em porcentagem) registrados no decorrer do tempo de cultivo em Fed-batch em 

erlenmeyers dos clones que apresentaram (a) menor título final de Pró-trombina e, (b) maior título de Pró-trombina. As células ExpiCHO (barras e linhas pontilhadas) 

foram utilizadas como controle ideal de crescimento e viabilidade celular. 
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4.1.4. Análise de expressão de Pró-trombina em clones do Sistema Ingresso 

1.0 – Microbiorreator 

 

 Levando em consideração que o cultivo em Fed-batch em erlenmeyers permitiu 

o screening inicial de clones produtores de Pró-Trombina, a próxima etapa foi analisar 

os mesmos clones em cultivo Fed-Batch em microbiorreatores Ambr15 com o objetivo 

de checar crescimento, viabilidade celular e quantidade de proteína produzida pelos 

clones. Esse sistema permite controle automatizado de gases como O2 e CO2, bem 

como controle de pH em tempo real. Embora seja também possível a análise de 

metabólitos em tempo real nesse equipamento, até o presente estudo este 

equipamento não havia sido instalado. 

O Fed-batch em microbiorreatores foi realizado com os padrões similares ao 

experimento em erlenmeyers em relação a temperatura, ajustes de glicose e pH, 

porém com diferenças de volume, agitação, tempo de cultivo, bem como realizado em 

microbiorreatores de uso único. O experimento foi finalizado apenas quando os clones 

apresentaram baixas taxas de viabilidade celular (<80%). 

Foi possível observar também, conforme apresentado na Figura 4.10a/b, que 

os clones apresentaram diferença de crescimento e viabilidade celular no decorrer do 

tempo de cultivo. Os clones #5, #28, #4, #43 e #51, apresentaram no dia 11 89,6%, 

88,3%, 85,2%, 95,3% e 88,3% de viabilidade celular, enquanto os outros clones 

apresentaram viabilidade celular menor que 80%. 

A maioria dos clones apresentou viabilidade celular menor que 90% no último 

dia de cultivo (dia 14) com exceção do #5 e a célula ExpiCHO, apresentando 87% e 

81% de viabilidade celular, respectivamente.  
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Figura 4.10. Análise de clones produtores do Sistema Ingresso para Pró-Trombina – Fed-batch em microbiorreator Ambr15. Acompanhamento dos clones 

produtores de Pró-trombina e ExpiCHO em Fed-batch em microbiorreator Ambr15 com o registro da (a) densidade e (b) viabilidade celular no decorrer do tempo de 

14 dias. 
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 Após Fed-batch em microbiorreator, os clones foram avaliados em relação a 

produção final da Pró-trombina por ELISA. Foi possível observar que alguns clones 

apresentaram o título do dia 11 maior que o título apresentado pela população Sistema 

Ingresso 1.0 copGFP, sendo eles os clones #4, #43, #51 e #28 com 0,1198g/L, 

0,1094g/L, 0,0776g/L e 0,0768g/L de Pró-trombina, respectivamente (Figura 4.11a/b). 

Devido os clones #5, #28, #4, #43 e #51 apresentarem viabilidade celular maior 

que 80% no dia 11, foi possível dar continuidade no Fed-batch em microbiorreator até 

o dia 14. Conforme apresentado na Figura 4.11b, com os títulos do dia 12 e 14 dos 

respectivos clones foi possível alcançar 0,28g/L de Pró-trombina com o clone #28 no 

dia 12 e 0,20g/L de Pró-trombina com os clones #4 e #43 no mesmo dia. A densidade 

celular influencia no tempo de cultivo em um biorreator e poucos dias podem ser o 

suficiente para aumentar um título final e tornar os clones viáveis para produção.  

 

 

Figura 4.11. Título de Pró-trombina após cultivo em Fed-batch em microbiorreator Ambr15. (a) 

títulos de Pró-trombina quantificado por ELISA nos dias 3, 5, 6 e 11 e, (b) nos dias 12 e 14. 

 

Foi observado também que o clone #15, que apresentou maior produção de 

Pró-trombina no Fed-batch em erlenmeyers, não apresentou maior produção em Fed-

batch em microbiorreator. Esse fato pode ser justificado com o fato de que apresentou 

viabilidade menor que 80% a partir do dia 6 (69,1%) não suportando longo tempo em 
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cultivo. Isso mostra que é importante considerar o comportamento celular em relação 

ao seu crescimento e viabilidade. 

O clone #28 se destacou em relação ao título final de Pró-trombina de 0,26g/L, 

conforme apresentado na Figura 4.12a/b, e não apresentou a maior intensidade de 

fluorescência entre os clones (MFI de 3000), porém esteve presente entre os três 

clones com maior intensidade de fluorescência. 

Embora os clones #15 e #54 apresentarem maior intensidade de fluorescência 

quando comparado com os outros clones avaliados, (MFI 3496 e 3562, 

respectivamente), mas apresentaram títulos de Pró-trombina próximos à população 

do Sistema Ingresso 1.0, entre 0,05 e 0,1g/L. 

Já os clones com menor intensidade de fluorescência correspondem aos clones 

com menor título de Pró-trombina (Figura 4.12a/b), sendo eles os clones #47, #3 e 

#19, comportamento similar ao apresentado pelos clones #47 e # em Fed-batch em 

erlenmeyers. 
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Figura 4.12. Análise de produção de Pró-trombina e intensidade de fluorescência – Fed-batch em microbiorreator Ambr15. (a) Intensidade de fluorescência 

registrada por citometria de fluxo (barras) no dia 8 e, título final de Pró-trombina identificado por ELISA (pontos) no dia 14 para os clones #5, #20, #28, #43, #4B, #51 

e ExpiCHO e no dia 11 para o restante dos clones; (b) correlação da intensidade de fluorescência registrada no dia 8 por citometria de fluxo e, título final de Pró-

trombina no dia 14 para os clones #5, #20, #28, #43, #4B, #51 e ExpiCHO e no dia 10 para o restante dos clones. Título final definido a partir do dia em que o clone 

apresentou viabilidade celular <80%. 
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 Dentre os clones #28, #4 e #43, que apresentam maior título final de Pró-

trombina, #4 e #43 apresentaram oscilações de viabilidade com o tempo do cultivo, 

porém o #28 manteve sua viabilidade estável no mesmo período (90-100%) (Figura 

4.13a). Todos os clones sofreram decaimento de viabilidade (<80%) no final do Fed-

batch, tendo alterações a partir do dia 9 para o #4 e dia 12 para os clones #28 e #43. 

Os clones #15 e #54 apresentaram elevados níveis de intensidade de 

fluorescência e baixos títulos de Pró-trombina, quando comparado ao #28, pôde-se 

observar o decaimento na viabilidade celular a partir do dia 6 (Figura 4.13b). Já os 

clones com baixa intensidade de fluorescência e baixo título de Pró-trombina (Figura 

4.13c), apresentaram diferença da viabilidade entre eles onde, o #47 apresentou 

decaimento da viabilidade a partir do dia 9, o #19 apresentou decaimento da 

viabilidade a partir do dia 6 sendo semelhante aos clones #54 e #15 e, o clone #3 

apresentou decaimento da viabilidade a partir do dia 7. 

Os clones com alta viabilidade celular por um longo período de cultivo 

apresentaram também maior densidade de células viáveis que os clones com baixo 

título final de Pró-trombina, onde o #28 alcançou densidade celular de 180x105 cel/mL 

no dia 4, mantendo densidade similar até o dia 10,  decaindo apenas no dia 11. Já o 

#47 alcançou apenas a metade da densidade de células viáveis quando comparado 

ao #28, com 90x105 cel/mL no dia 6, demorando dois dias a mais para alcançar a 

maior densidade apresentada, decaindo logo em seguida. Com isso, é possível utilizar 

a viabilidade celular como um dos parâmetros do screening de clones altamente 

produtores, visto que ela influencia na estabilidade do crescimento de clones 

altamente produtores. 
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Figura 4.13. Comportamento do crescimento de clones produtores de Pró-trombina – Fed-batch em microbiorreator Ambr15. Densidade (barras) e viabilidade 

(linhas, em porcentagem) celular registrados no decorrer do tempo de cultivo em Fed-batch em microbiorreator Ambr15 dos clones que apresentaram (a) maior título 

final de Pró-trombina e, (b) título de Pró-trombina médio e (c) menor título final de Pró-trombina. As células ExpiCHO (barras e linhas pontilhadas) foram utilizadas 

como controle ideal de crescimento celular. 
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A viabilidade celular é de grande importância durante o cultivo de células 

produtoras de proteínas recombinantes e, essa característica foi apresentada na 

Figura 4.13. Diferentes adaptações do cultivo podem ser realizadas com o intuito de 

manter as células viáveis durante um longo período de tempo. Lee e colaboradores 

(2009), mostraram que a superexpressão de proteínas anti-apoptóticas HSP27 e 

HSP70 proporcionou a duração da viabilidade celular acima de 80% em Fed-batch 

por mais 4 dias quando comparado com o controle, repercutindo positivamente na 

produção da proteína de interesse, alcançando duas vezes mais Interferon-gama no 

título final. A diminuição da temperatura do cultivo celular (abaixo de 37°C), técnica 

simples de ser empregada, também induz ao aumento da produção da proteína de 

interesse, reduzindo a duplicação celular e, mantendo a viabilidade celular elevada 

quando em comparação com o controle, em até 120h de cultivo conforme apresentado 

por Furukawa e Ohuye (1997). Essa redução de temperatura pode prolongar a fase 

G1 do ciclo celular , porém manter a viabilidade celular estável e a produção da 

proteína de interesse, resultando em aumento dos níveis da produtividade específica 

da população utilizada (Moore et al., 1997; Yoon et al., 2003). Com isso, é possível 

empregar novos aditivos que atuem diretamente na fase G1/G0 do ciclo celular, como 

inibidores de quinases dependentes de ciclinas (CDKs) que resultam em bloqueio do 

ciclo celular, não ultrapassando 7x107cel/mL e mantendo alta viabilidade celular 

(mantendo acima de 80% durante 15 dias de cultivo) (Du et al., 2015). O aumento dos 

níveis de produtividade específica das populações, comparado ao controle, alcança 

um qP de até 110pg/cel/mL, não afetando as glicosilações das proteínas produzidas, 

pois essa é uma característica apresentada quando utilizado a diminuição da 

temperatura para aumento de produção (Du et al., 2015). É importante ressaltar que 

a diminuição de temperatura pode resultar também mal dobramento das proteínas 

produzidas (Gomez et al., 2012). Com isso, faz-se necessário adaptações que 

auxiliem na manutenção da alta viabilidade celular, e que além disso, resultem em 

prolongar alta viabilidade celular durante o tempo de cultivo, características essas 

conquistadas pelo clone #28 em ambos os ambientes de cultivo. 

Para compreender melhor os padrões de comportamento celular na produção 

da proteína de interesse, foi realizado o cálculo de produtividade específica (qP), dos 

clones que prosseguiram em microbiorreator até o dia 14. Para o cálculo, foi utilizado 

os títulos anteriormente apresentados referentes ao dia 11 e 12. Conforme 

apresentado na Tabela 3.6, foi possível observar que o clone #28, além de apresentar 
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maior título de Pró-trombina, apresentou maior qP quando comparado com os clones 

#43, #5, #4 e #51. Já o clone #43 apresentou maior qP em relação ao clone #4, mesmo 

apresentando títulos semelhantes de Pró-trombina. Isso se deve ao fato de a 

densidade e viabilidade celular influenciaram no título final da proteína de interesse. 

 

Tabela 3.6. Produtividade específica de Pró-trombina em clones cultivados em Microbiorreator 

Ambr15 (Sartorius) - dia 12 em relação ao dia 11.   

 

qP (produtividade 

específica) 
Título dia 12 (g/L) MFI AU 

ExpiCHO 0,048944597 0,00040875 5 813,54 

#5 5,622993115 0,097982959 1371 10884,2 

#28 25,35094161 0,283381383 2977 18871,8 

#4 14,05443751 0,203861772 1596 16257,2 

#43 17,57415423 0,203026773 1165 7522,4 

#51 6,312639671 0,070729183 552 5670 

  

 Ao considerar o clone #28 como clone altamente produtor, foi possível observar 

que ele apresentou o título final de Pró-trombina, aproximadamente duas vezes maior 

que o título final apresentado pela população Sistema Ingresso 1.0 (Tabela 3.7) em 

ambos os ambientes de produção. Além de apresentar maior qP entre os clones 

viáveis após o 12° dia de cultivo em microbiorreator Ambr15, também apresentou 

comportamento mais parecido com as células ExpiCHO quando em relação à 

viabilidade celular, permanecendo viávelaté o penúltimo dia de cultivo, em ambos os 

Fed-batchs (Figura 4.14).  

 

 

 



101 
 

Tabela 3.7. Título final de Pró-trombina de clone #28 altamente produtor após Fed-batch em 

erlenmeyers (dia 6) e microbiorreator Ambr15 (dia 12). 

 
Cultivo em erlenmeyers (g/L) Cultivo em microbiorreator Ambr15 (g/L) 

ExpiCHO 0 0,000387918 

Pop. S. Ingresso 1.0 

copGFP 0,244430467 0,116034343 

#28 0,405477179 0,283381383 

 

 

 

Figura 4.14. Comparação entre título final e crescimento de clones altamente produtores – Fed-

batch em erlenmeyers e em microbiorreator Ambr15. (a) comportamento do clone #28 em Fed-

batch em erlenmeyer durante 6 dias de cultivo e, (d) em microbiorreator Ambr 15 durante 14 dias de 

cultivo. As células ExpiCHO (barras e linhas pontilhadas) foram utilizadas como controle ideal de 

crescimento celular. 

 

Fatores relacionados ao meio de cultivo também podem ter influenciado no 

título final de Pró-trombina em microbiorreator como, a presença do antifoam SE-15, 

o único reagente que não foi utilizado em comum entre os experimentos de Fed-batch 

em erlenmeyers e Ambr15. A utilização de antifoam é essencial para evitar danos 

físicos ao Ambr15 caso as borbulhas entrem no sistema de gases. Embora SE-15 seja 

indicado para culturas de células de mamíferos em suspensão, há um estudo que 

relata que essa não é a melhor escolha dentre os indicados, pois quando comparado 

com o Ex-cell e Antifoam C, apresenta ser prejudicial ao crescimento celular (Velugula-
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Yellela et al., 2017). Para melhorar os títulos de produção, novos antifoams foram 

adquiridos pelo grupo e serão testados futuramente. 

A osmolaridade é outro fator que pode influenciar no meio de cultivo, mesmo 

sabendo que as células CHO em suspensão são menos sensíveis à osmolaridade que 

as células CHO aderentes (Takagi et al., 2000), é possível observar que há diferença 

de produção específica para as populações devido o aumento da osmolaridade do 

meio (Lee e Koo, 2010). Nesse trabalho não foi possível mensurar a osmolaridade do 

meio, porém como apresentado por Lee e Koo (2010), é sabido que a adição de meios 

concentrados, no nosso caso o feed adicionado diariamente no cultivo e, soluções 

para ajuste de pH, também adicionado diariamente, tendem a aumentar a 

osmolaridade do meio de cultivo e, mesmo que não altere o título final da proteína de 

interesse (Zhu et al., 2008), é um fator indesejado pois altera a sialilação das 

proteínas. Como forma de solução pode-se utilizar soluções de osmoproteção para 

auxiliar na diminuição do impacto causados nas células (Schmelzer e Miller, 2002). 

Mesmo não aumentando o título final da proteína de interesse quando utilizado 

Fed-batch em microbiorreator, em comparação com a produção em erlenmeyer, foi 

possível aumentar o tempo de cultivo para alguns clones, mantendo a sua viabilidade 

celular acima de 80%. Como apresentado, os clones com maior título final de Pró-

trombina mantiveram viabilidade maior que 80% até o 12º dia de cultivo em 

microbiorreator, muito provavelmente devido ao ambiente controlado (Portner, 2020), 

já que pH, temperatura e oxigenação são fatores críticos para o cultivo celular e 

diferenças entre esses parâmetros podem influenciar na produtividade final da 

proteína de interesse (Trummer et al., 2006). Mesmo com a diferença de títulos finais 

de Pró-trombina entre os métodos de produção utilizados, com o screening de clones 

realizado por esse trabalho foi possível identificar clones que apresentaram títulos de 

Pró-trombina maiores que os estudos de Xen e colaboradores (2001), com 0,00113g/L 

de Pró-trombina, uma produtividade específica maior que os estudos de Kovnir e 

colaboradores (2018), com população apresentando um qP de 10,3/pg/cel/dia de 

Fator IX porém, menores que as plataformas utilizadas para a escala industrial, 

alcançando cerca de 10 vezes mais o título alcançado nesse trabalho, podendo 

chegar à ~3g/L da proteína de interesse (Joosten et al., 2010).  

De todos os clones avaliados, obtivemos resultados promissores quando 

comparamos a produção de Pró-trombina tanto em Fed-batch em erlenmeyers quanto 

em microbiorreator para ambos os clones #28 e #4, alcançando valores aproximados 
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à 0,4g/L que podem ser melhorados com adaptações de cultivo visto que, o #5 alcança 

0,4691g/L de Pró-trombina em ambiente controlado (Biorreator XRS em cultivo inicial 

de 5L). Com isso, foi possível observar que obtivemos êxito em encontrar um clone 

com tendência a ser mais produtor que a população em que se encontrava e, mais 

produtor que o clone que já havia sido selecionado pelo grupo de trabalho para ser 

utilizado em produção em maior escala. A partir de agora, alternativas para a melhoria 

de produção poderão ser testadas, principalmente em relação a testes de painéis de 

meio de cultura e de feeds e ajustes do processo de batelada alimentada em sí (pH, 

DO, diminuição de temperatura). 

É possível observar que desde o início da utilização de células CHO na 

produção de proteínas terapêuticas houve constantes adaptações nas etapas de 

produção como, definições da composição do meio de cultivo utilizado para cultivo 

(Mather e Burlingame, 1992), temperatura e pH (Joosten et al., 2010), 

desenvolvimento de novos métodos de seleção das populações como a substituição 

do uso de neomicina por seleção por FACS (Kotsoupoulou et al., 2013), e seleção de 

células únicas provenientes de uma mesma população, método conhecido como 

clonagem, onde clones altamente produtores apresentam aumento das produção da 

proteína recombinante desejada quando em comparação com a população de onde 

foram selecionados (Carver et al., 2020). 

Há como mensurar diferentes parâmetros proporcionado pelo método de cultivo 

(Facco et al., 2020); compreender melhor o comportamento da população utilizada 

adaptando os métodos de acordo com  as características de determinado clone ou, 

criar um método de cultivo padrão, que pode ser utilizado tanto para a seleção da 

linhagem quanto na produção (Kim et al., 2020), são alternativas de ajuste para 

aumentar a produção de proteínas terapêuticas. A glicose, é a principal fonte de 

carbono utilizada pela célula para produção de energia, influenciando em diferentes 

comportamentos celulares. Quando em baixas quantidades no meio de cultivo, ou alto 

uso celular devido os elevados níveis de atividade metabólica, pode se ativada a via 

de consumo de lactato e NH3 e o aumento da liberação de CO2 e Alanina pelas células 

(Martínez et al., 2020; Martínez et al., 2013; Altamirano et al., 2006; Wilkens et al., 

2011).O consumo de lactato é uma característica apresentada por populações de alta 

expressão de proteínas heterólogas (Toussaint et al., 2016) que podem ser 

mensurados e ajustadas para o controle do cultivo e consequente impacto na 

produção. O lactato produzido pelas células, acidifica o meio de cultivo que, ao ser 
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ajustado, pode alterar a osmolaridade e consequentemente a produção (Gilbert et al., 

2014). 

Quando as populações celulares se encontram em atividade metabólica 

intensa, faz-se necessário o uso de alternativas que possuam um potencial 

antioxidante (Thirupati et al., 2020) como a superexpressão de proteínas que atuam 

na produção de enzimas do stress oxidativo, como a Ca3 (Berger et al., 2020), que 

juntamente com o CO2 liberado pelo metabolismo pode produzir HCO3- que por sua 

vez auxilia no balanço do pH do cultivo ou, induzir a superexpressãoda proteína 

transportadora de taurina (Tabuchi et al., 2010), que possui atividade antioxidante 

(Das et al., 2010). Pode-se também, trabalhar auxiliando no próprio ciclo do ácido 

cítrico como com a suplementação do meio de cultivo com cisteína (Ali et al., 2020), 

alfa-cetaglutarato, ácido málico ou ácido succínico (Zhang et al., 2020) ou inibindo a 

produção de enzimas próprias da célula que degradam componentes do meio de 

cultivo (Loue et al., 2020), bem como induzindo a superexpressão de enzimas 

relacionadas ao ciclo do ácido cítrico para aumentar o fluxo de piruvato a ser utilizado 

pela população produtora (Gupta et al., 2017).  

Quando comparado a instensidade de fluorescência emitida (MFI e AU), título 

final de Pró-trombina tanto para o dia 6 quanto para o dia 12 e produtividade específica 

para os clones foi possível observar diferentes padrões apresentados pelos clones 

(Figura 4.15). O comportamento dos clones e população, apresentados no dia 6, 

foram semelhantes nos dois métodos de cultivo utilizados, erlernmeyers e 

microbiorreator Ambr15, mostrando que o cultivo inicial em erlenmeyers pode ser 

realizado para identificar e estabelecer padrões de cultivo para depois ser 

estabelecido em microbiorreator. Pôde-se observar também, que houve uma 

tendência a clones mais produtores apresentarem maior intensidade de fluorescência, 

clones menos produtores apresentarem menor intensidade de fluorescência, e clones 

que apresentaram baixa intensidade de fluorescência apresentaram produtividade 

considerável. Esses resultados mostram que um novo parâmetro deve ser 

considerado quando houver a seleção de um clone considerado altamente produtor. 

Foi possível identificar clones que apresentaram baixa intensidade de fluorescência 

como os clones #101 e #92 que em contrapartida foram altamente produtores em 6 

dias de cultivo portanto, ao selecionar um clone, deve ser levado em consideração 

também o tempo de cultivo desejado. 
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Analisando os resultados de fluorescência em diferentes dias e de quantidade 

de Pró-Trombina nos dias 6 (Erlenmeyers e Ambr15) e 12 (Ambr15), foi possível 

observar que, embora a fluorescência tenha sido analisada em dias e em 

equipamentos diferentes, há uma tendência que para valores maiores de 

fluorescência seja possível identificar clones com maior título e, provavelmente melhor 

produtores ao longo dos dias, sendo a fluorescência um bom fator preditor para essa 

busca. 

Outro resultado interessante é que embora as quantidades de Pró-Trombina 

encontrada em Erlenmeyer e em Ambr15 tenham sido diferentes (em Ambr15 os 

títulos foram menores), foram obtidos resultados proporcionais de quantificação 

quando comparados os clones entre si nos dois experimentos no dia 6. Com isso, é 

possível observar que a busca de clones melhor produtores podem ser realizado 

futuramente em Erlenmeyer em um experimento de 6 dias, bem como a curva de 

crescimento e análise de viabilidade. Após esse screening, os clones previamente 

selecionados podem ser avaliados em diferentes combinações de testes de cultivo em 

Ambr15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.15. Representação gráfica em formato de Heatmap dos valores quantitativos obtidos 

dos experimentos realizados com linhagem ExpiCHO controle, da população enriquecida para 

copGFP do Sistema Ingresso 1.0 que codifica para a proteína Trombina (Pop. S. Ingresso 1.0 

copGFP) e de clones obtidos a partir dessa população. As amostras encontram-se dispostas em 

colunas e todas as condições experimentais em linhas. O padrão de cores indica azul como baixa 

expressão e vermelho como alta expressão e ajustado de acordo com os valores de Z-Score em escala 

de -1.5 a 1.5. Foi utilizado agrupamento hierárquico não-supervisionado para avaliação da similaridade 
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entre as amostras considerando a distância euclidiana como métrica para construção dos 

dendrogramas. 

4.2. Sistema Ingresso 2.0 

 

4.2.1. Construção de plasmídeos 

 

4.2.1.1. Plasmídeos 3’UTR e 3’UTRnoc  

 

A clonagem da sequência copGFP em plasmídeo CMV_5’UTR_IRES_3’UTR-

Genscript foi confirmada por digestão com enzimas de restrição específicas para a 

região do marcador de seleção. Essa inserção foi confirmada com a liberação do 

fragmento de DNA referente à copGFP. A inserção de copGFP sem alterações de 

sequências do gene utilizado ou alteração de fase de leitura (dado não apresentado) 

foi confirmado por sequenciamento. 

Após a clonagem de copGFP em plasmídeo, foi necessário a clonagem da 

sequência do gene Pró-trombina no sítio do gene de interesse localizado no 

plasmídeo. Essa inserção foi confirmada com a liberação do fragmento referente ao 

gene de Pró-trombina (Figura 4.16) e após, os plasmídeos foram enviados para 

sequenciamento, resultando em confirmação da inserção do gene Pró-trombina. 

 

 

 

Figura 4.16. Confirmação de clonagem do gene referente à proteína Pró-trombina - Sistema 

Ingresso 2.0_copGFP. Digestões realizadas com conjunto de enzimas de restrição EcoRI e NotI, para 

liberação de fragmentos esperados para clonagem de gene de Pró-trombina (1869pb). Clones 1, 2 e 3 

representados por colunas A, B e C, respectivamente. Colônias positivas para Trombina. Os poços 

foram alternados e a presença de DNA em poços não entitulados significa excesso de DNA/vazamento. 

 

Com as duas clonagens descritas anteriormente, foi possível obter o plasmídeo 

CMV_5’UTR_Thr_copGFP_3’UTR que foi utilizado como primeira adaptação do 
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Sistema Ingresso 1.0, gerando o plasmídeo do Sistema Ingresso 2.0. Para a 

realização da análise de influência do aumento da expressão da proteína de interesse 

com o uso de uma sequência 3’UTR, fez-se necessário a deleção da sequência 

referente à 3’UTR, para gerar um plasmídeo CMV_5’UTR_Thr_copGFP_3’UTRnoc, 

sendo utilizado como controle negativo. A sequência 3’UTR foi retirada após a 

digestão com enzimas de restrição SalI-HF e SphI e, posteriormente o plasmídeo teve 

suas extremidades reparadas, religado com T4 DNA ligase e utilizado para 

transformação de E.coli para extração do plasmídeo por MiniPreparação e 

confirmação da deleção do fragmento. Dos inóculos de 4 clones selecionados da 

transformação, um clone resultou em deleção da sequência de 3’UTR (Figura 4.17), 

sendo esse enviado para sequenciamento, resultando em confirmação da deleção da 

sequência 3’UTR sem alteração de fase de leitura (dado não apresentado). 

 

 

 

Figura 4.17. Confirmação de plasmídeo nocaute para sequência 3’UTR. Digestão realizada com 

enzimas de restrição SalI-HF e SphI para confirmação da ausência da sequência 3’UTR. A construção 

do plasmídeo nocaute resultou no crescimento de 4 colônias apresentadas nas colunas A, B, C e D 

onde, a o plasmídeo apresentado na coluna B (destacado em azul) apresentou ausência da sequência 

3’UTR, sendo considerado o plasmídeo nocaute devido a não liberação de fragmento referente à 

sequência 3’UTR. 

 

 

4.2.1.2.  Plasmídeos Enhancer I e Enhancer II 

 

Para teste da expressão de proteína Pró-trombina com a adição de um 

Enhancer na região da sequência promotora do plasmídeo, foi necessário a clonagem 

das sequências do Enhancer I e Enhancer II no plasmídeo do Sistema Ingresso 2.0 

com digestão das enzimas de restrição específicas para inserção em região a 

montante da região promotora do plasmídeo (sequências de 321pb e 286pb, 
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respectivamente). Essas inserções foram confirmadas com a liberação dos 

fragmentos referentes ao Enhancer I e Enhancer II. Após, o plasmídeo  foi extraído 

dos inóculos por MiniPreparação de Plasmídeos e esses clones foram enviados para 

sequenciamento, resultando em confirmação da inserção dos enhancers sem 

alterações de sequências do gene utilizado ou alteração de sequência (dado não 

apresentado). 

Após a construção dos plasmídeos EnhancerI_5’UTR_Thr_copGFP_3’UTR e 

EnhancerII_5’UTR_Thr_copGFP_3’UTR, foi necessária a inserção do marcador de 

seleção, o copGFP. Nesse caso copGFP foi clonado depois pois as enzimas de 

clonagem de Enhancers clivam a sequência de copGFP. A clonagem da sequência 

referente ao gene de copGFP foi confirmada por digestão com enzimas de restrição 

SalI e SphI, referentes à região do marcador de seleção. Essa inserção foi confirmada 

com a liberação do fragmento referente ao gene de copGFP e após, o plasmídeo 

extraído por MiniPreparação dos inóculos desses clones foram enviados para 

sequenciamento, resultando em confirmação da inserção de copGFP sem alterações 

de sequências do gene utilizado ou alteração de fase de leitura (dado não 

apresentado). 

Com as duas clonagens descritas anteriormente, foi possível obter os 

plasmídeos EnhancerI_5’UTR_copGFP_3’UTR e 

EnhancerII_5’UTR_copGFP_3’UTR, sendo que foi necessária a clonagem da 

sequência do gene de Pró-trombina no sítio do gene de interesse localizado no 

plasmídeo, utilizando EcoRI e NotI, para conclusão da construção do plasmídeo final. 

Essa inserção foi confirmada com a liberação do fragmento referente à Pró-trombina 

e após, o plasmídeo extraído por MiniPreparação de plasmídeo dos inóculos, esses 

clones foram enviados para sequenciamento, resultando em confirmação da inserção 

de Pró-trombina sem alterações de sequências do gene utilizado ou alteração de fase 

de leitura (dado não apresentado).  

 

 

4.2.1.3. Plasmídeos finais Sistema Ingresso 1.0 e 2.0 

 

 Para melhor compreensão das construções dos plasmídeos obtidos durante 

esse trabalho e que constituem atualmente o Sistema Ingresso 1.0 e 2.0, foram 

realizadas digestões para a liberação de fragmentos referentes ao promotor, à 

proteína de interesse, ao marcador de seleção e à sequência 3’UTR. Vale ressaltar 
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que esses plasmídeos foram enviados para sequenciamento e assim foi confirmada 

a construção dos mesmos, sem alterações de genes e fases de leitura de tradução. 

 Os plasmídeos constituintes das plataformas do Sistema Ingresso 1.0 e 

Sistema Ingresso 2.0 são: (I) CMV_5’UTR_THR_copGFP_3’UTRnoc, constituinte da 

plataforma Sistema Ingresso 1.0 e, (II) CMV_5’UTR_THR_copGFP_3’UTR, (III) 

EnhancerI_5’UTR_THR_copGFP_3’UTR, (IV) 

EnhancerII_5’UTR_THR_copGFP_3’UTR constituintes da plataforma Sistema 

Ingresso 2.0.  

Para a confirmação da sequência referente ao promotor específico de cada 

plasmídeo arquivado, pôde-se observar a liberação do fragmento esperado em 

ambos os plasmídeos, sendo o fragmento de DNA de 547pb para plasmídeo com 

apenas promotor CMV, 327pb para plasmídeo com Enhancer I e 292pb para 

plasmídeo com Enhancer II (Figura 4.18a). Pôde também ser observado a liberação 

de fragmento de DNA de 1881pb, fragmento este específico para o gene referente à 

Pró-trombina em todos os plasmídeos digeridos, conforme apresentado na Figura 

4.18b.  

Além da confirmação de promotor específico e gene referente a proteína de 

interesse, foi possível observar a liberação do fragmento de 777pb referente ao 

marcador de seleção, neste caso copGFP, em todos os plasmídeos digeridos (Figura 

4.18c). Foram confirmadas a presença da sequência de 3’UTR com a liberação de 

fragmento de 598pb, em plasmídeos do Sistema Ingresso 2.0 bem como a, ausência 

do mesmo fragmento no plasmídeo nocaute, constituinte do Sistema Ingresso 1.0 

(Figura 4.18d). 
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Figura 4.18. Confirmação dos plasmídeos constituintes do Sistema Ingresso 1.0 e 2.0. 

Plasmídeos do Sistema Ingresso, Sistema Ingresso 1.0 e Sistema Ingresso 2.0 após eletroforese em 

gel de agarose 0,8% para definição de perfil dos plasmídeos constituintes de cada Sistema. (a) 

Plasmídeos Sistema Ingresso 1.0 e 2.0 digeridos com enzimas de restrição NdeI e AgeI para liberação 

de fragmento referente ao promotor de transcrição, confirmando a presença de promotor CMV 

(547pb) nas colunas 1 e 2 sendo plasmídeo 1.0 e 2.0, respectivamente. Confirmação da liberação 

dos fragmentos referente à promotor com Enhancer I (327pb) e Enhancer II (292pb) nas colunas 3 e 

4, respectivamente, referente aos plasmídeos do Sistema Ingresso 2.0. (b) Plasmídeos Sistema 

Ingresso 1.0 e 2.0 digeridos com enzimas de restrição EcoRI e NotI para liberação da sequência do 

gene referente à Pró-trombina (1881pb), confirmando presença da sequência em ambos os 

plasmídeos analisados. (d) Plasmídeos Sistema Ingresso 1.0 e 2.0 digeridos com enzimas de 

restrição BspEI e SalI para liberação de fragmento referente ao marcador de seleção copGFP 

(777pb), confirmando a presença do mesmo em ambos os plasmídeos analisados. (e) Plasmídeos 

Sistema Ingresso 1.0 e 2.0 digeridos com enzimas de restrição SphI e SalI para liberação de 

fragmento referente à sequência 3’UTR (598pb), confirmando a ausência da sequência para quando 

plasmídeo do Sistema Ingresso 1.0 e presença da sequência para quando plasmídeo do Sistema 

Ingresso 2.0. 

 

Os plasmídeos apresentados anteriormente foram utilizados para transfectar 

células ExpiCHO para expressão transiente conforme metodologia descrita e 

resultaram em uma taxa de fluorescência baixa, fazendo necessária a realização 

futura de nova transfecção para reavaliar os resultados obtidos. Porém, devido as 

transfecções terem sido realizadas e lançadas em Fed-batch em microbiorreator 
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juntamente com os clones anteriormente descritos, foi realizada a quantificação do 

título de Pró-trombina 72 horas após a transfecção onde as populações puderam se 

recuperar e apresentar níveis de fluorescência consideráveis para assim, descrever 

uma prévia análise da influência das sequências 3’UTR e Enhancers nos plasmídeos 

do Sistema Ingresso 2.0. 

De acordo com os dados apresentados na Figura 4.19a, foi possível obter com 

a transfecção transiente em células ExpiCHO, valores semelhantes de porcentagem 

de células copGFP+ para ambas as populações sendo, 5,52%, 6,13%, 6,16% e 

6,38% copGFP+ para as populações CMV_5’UTR_THR_copGFP_3’UTRnoc, 

CMV_5’UTR_THR_copGFP_3’UTR, EnhancerI_5’UTR_THR_copGFP_3’UTR e 

EnhancerII_5’UTR_THR_copGFP_3’UTR, respectivamente. 

Foi observado que os títulos de produção de Pró-trombina 72h após a 

transfecção dos plasmídeos referentes ao Sistema Ingresso 1.0 (ausência de 3’UTR) 

e Sistema Ingresso 2.0 (presença de 3’UTR), obteve-se um leve aumento no título 

de Pró-trombina com a adição da sequência 3’UTR, em relação ao Sistema Ingresso 

1.0, e aparentemente um aumento do título de Pró-Trombina na presença de 

Enhancer I quando comparado a ausência deste, considerando que as porcentagens 

de fluorescências são muito parecidas (Figura 4.19b).  

 

 

Figura 4.19. Teste de 3’UTR e Enhancers na expressão de Pró-trombina. Tranfecção realizada em 

células ExpiCHO para a expressão da proteína Pró-trombina mediada por promotor CMV (Sistema 

Ingresso1.0), teste de expressão de Pró-Trombina na presença de sequência 3’UTR (Sistema Ingresso 

2.0) e, CMV com Enhancers (I e II) (Sistema Ingresso 2.0 - teste de Enhancers). (a) porcentagem de 

células fluorescentes analisadas por citometria de fluxo após 48h de transfecção transiente dos 
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plasmídeos referentes aos Sistemas desenvolvidos. (b) Título de Pró-trombina identificado por ELISA 

após 72h da transfecção dos plasmídeos referentes aos Sistemas desenvolvidos. 

  

Ao utilizar sequências 5’UTR e 3’UTR para a produção de IFN e Trastuzumab 

em células CHO, Mariati e colaboradores (2010) alcançaram cerca de 25µg/mL e 

4µg/mL das proteínas, respectivamente, após 48hs da transfecção. Também foi 

possível observar diferenças nos títulos finais de acordo com a proteína de interesse 

e de acordo com a linhagem celular utilizada, resultados distintos entre a linhagem 

HEK293 e CHO. Ao comparar os resultados obtidos nesse trabalho foi possível 

observar que a nossa população alcançou uma produção maior que a produção do 

Trastuzumab, porém menor que os níveis de IFN. Quando comparado com produção 

de Pró-trombina, sem a adição de sequências reguladoras de expressão, foi possível 

observar que alcançamos em dois dias de produção níveis maiores que Chen e 

colaboradores (2000) em seis dias de cultivo, apresentando 16,7mg/L, mostrando que 

pode haver vantagem em utilizar sequências 5’UTR e 3’UTR em conjunto na produção 

de proteínas recombinantes. 

Os enhancers de transcrição gênica estão presentes em diferentes tipos 

celulares atuando de forma específica para cada uma delas (Heinz et al., 2015). 

Quando aplicado na produção de proteínas recombinantes é possível obter aumento 

dos níveis da expressão das proteínas (Williams et al., 2005). Ao avaliar a expressão 

da proteína de interesse utilizando enhancers foi possível observar que houve o 

aumento da expressão da proteína de interesse assim como relatado em estudos de 

Brown e colaboradores (2014), sendo justificado pelo fato de que os enhancers 

auxiliam no recrutamento dos fatores de transcrição para a formação do complexo de 

pré-iniciação da transcrição (Szutorisz et al., 2005). 

Vale ressaltar que esses dados são apenas uma prospecção da influência da 

sequência 3’UTR na expressão da proteína de interesse e, mesmo com estudos de 

que o uso dessa mesma sequência em diferentes linhagens celulares podem resultar 

em diferentes níveis de expressão, não sendo exatamente promissora em todas as 

linhagens utilizadas (Klein et al., 2006), foi possível observar que em células CHO, em 

combinação com o promotor CMV, promove o aumento da expressão da proteína de 

interesse, mais do que o uso apenas de sequências isoladoras que evitam o 

silenciamento do DNA ao se integrar ao genoma da célula (Wang et al., 2020). 
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Com isso, foi possível definir que houve uma tendência de aumento da 

expressão da proteína de interesse ao utilizar sequências 5’ UTR, 3’ UTR e enhancers 

de transcrição gênica, porém, os procedimentos devem ser realizados novamente 

com a utilização da expressão gênica estável e um número maior de amostragem para 

confirmação dos resultados obtidos. 
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5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

 Com esse trabalho foi possível obter o aumento da expressão das proteínas de 

interesse mCherry e Pró-Trombina na presença da sequência 5’UTR a jusante do 

promotor CMV, presente no cassete de integração no genoma da célula ExpiCHO. 

Além disso, embora sejam necessários mais testes para o Sistema Ingresso 2.0, a 

sequência 3’ UTR e enhancers de transcrição gênica se apresentam promissoras para 

o aumento da expressão da proteína de interesse quando utilizado em conjunto com 

a sequência 5’UTR. 

 Foi possível a seleção de clones referentes ao Sistema Ingresso 1.0 através do 

marcador copGFP. Embora haja exceções, a maior taxa de intensidade de 

fluorescência de copGFP pode ser utilizada para o screening inicial de clones com 

maior produtividade.  

No caso do estudo de clones celulares expressores de Pró-Trombina obtidos a 

partir da População do Sistema Ingresso 1.0, foi verificada a presença de clones 

promissores que apresentaram produtividade acima da população de origem. Os 

clones que apresentaram maior produtividade apresentaram viabilidade acima de 80% 

em experimento Fed-batch em Ambr15 após 12 dias de cultivo. Com o objetivo de 

encontrar clones altamente produtores de Pró-Trombina compatíveis com o mercado 

de biofármacos será necessária a repetição das análises dos clones mais produtores 

obtidos (replicatas biológicas) para fins de cálculos estatísticos, bem como estudo de 

maior quantidade de clones na tentativa de encontrar melhores opcões. 

 Para os próximos estudos serão avaliados a produção de metabólitos 

inibitórios como lactato e amônio, otimizações do meio de cultivo em Ambr15, 

incluindo testes de outros meios de cultivo diferentes de Dynamis já adquiridos pelo 

grupo. Além disso serão analisados diferentes antifoams, bem como mudanças de 

temperatura, adição de moléculas que interfiram no ciclo celular e de sequências de 

DNA presentes no Sistema Ingresso 1.0.e 2.0. 

Avaliações como a quantificação do número de cópias da sequência gênica 

heteróloga integrada no DNA de células CHO e quantificação das cópias de mRNA 

devem ser avaliadas tanto para o gene que codifica para Pró-trombina bem como para 

o marcador fluorescente da população enriquecida e clones. Vale ressaltar que essas 

análises já estão sendo realizadas pelo grupo de trabalho. 
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