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Resumo

PRODUCAO DE PARTICULAS PSEUDOVIRAIS DE ZIKA EM BIORREATORES
DE TANQUE AGITADO

Renata Guimaraes Ferreira Alvim

Orientadores: Ivaldo Itabaiana Jr. e Leda dos Reis Castilho

O virus Zika (ZIKV) foi identificado no Brasil pela primeira vez em 2015 e rapidamente
se espalhou para mais de 90 paises e territorios na Africa, Asia e nas Américas. A infecgdo pelo
virus Zika foi correlacionada com casos de mal-formacBes congénitas em fetos de maes
infectadas, assim como a sindrome de Guillain-Barré em adultos. Apesar de 0 nimero de
pessoas infectadas ter diminuido nos paises afetados, o desenvolvimento de uma vacina para
ZIKV é de fundamental importancia, de forma a evitar surtos periddicos do virus em areas
endémicas ou futura expansédo para areas que ndo sdo endémicas nos dias atuais.

Dentre as diferentes plataformas para o desenvolvimento de vacinas em estudo
atualmente, particulas pseudovirais (VLPs, do inglés virus-like particles) sdo uma alternativa
promissora, Vvisto que s&o particulas tridimensionais que mimetizam o virus, mas que nao
contém seu material genético. Por apresentarem o antigeno de forma repetitiva, VLPs tém
potencial para elicitar respostas imunes robustas.

Neste trabalho, foram desenvolvidas linhagens recombinantes de células HEK293
expressando de forma estavel e constitutiva particulas pseudovirais de Zika, cultivadas em
suspensdo em meio de cultivo isento de componentes de origem animal. Estudos iniciais em
frascos agitados em pequena escala, usando uma populacgéo celular enriquecida com auxilio de
citometria de fluxo acoplada a um sorter (FACS), mostraram que a operagdo em modo
pseudoperfusdo com retencdo de células aumenta consideravelmente a concentracdo de células
viaveis e a producdo de particulas virais quando comparada a cultivos em modo batelada.
Melhorias adicionais foram alcancadas por meio de cultivos continuos em perfuséo utilizando
um sistema de biorreator de tanque agitado controlado acoplado a um equipamento de filtragéo
tangencial alternada (XCell™ ATF-2). Apesar da operacdo continua do biorreator e da
constante troca de meio, a concentracdo méxima de produto obtida (90 pug/mL) foi maior do
que a alcancada em pequena escala, seja em batelada simples (22 pug/mL) ou em pseudoperfuséo
(89 pg/mL), indicando que processos continuos em perfusdo representam uma alternativa
promissora para a obtencédo de VLPs de Zika virus.

Palavras-chave: Particulas pseudovirais, Virus Zika, Células HEK293, Expressdo estavel,
Processo de cultivo de células animais.



Abstract

PRODUCTION OF ZIKA VIRUS-LIKE PARTICLES IN STIRRED-TANK
BIOREACTORS

Renata Guimaraes Ferreira Alvim

Advisors: lvaldo Itabaiana Jr. and Leda dos Reis Castilho

Zika virus (ZIKV) was first identified in Brazil in 2015 and then rapidly spread to more
than 90 countries and territories in Africa, Asia and the Americas. ZIKV infection was
correlated with severe congenital malformations in fetuses from infected mothers, as well as
Guillain-Barré syndrome in adults. Although the number of infected people has declined in the
affected countries, the development of a vaccine for ZIKV is of great importance to avoid
periodic outbreaks of the virus in endemic areas or the future spread to currently non-endemic
regions.

Among many different platforms for the development of vaccines currently under study,
virus-like particles (VLPs) are a promising alternative, since they are tridimensional and mimic
the virus, but lack its genome. Since VLPs present the antigen in a repetitive way, they have
the potential to elicit robust immune responses.

In this work, recombinant HEK293 cell lines expressing Zika VLPs in a stable and
constitutive manner were developed, under cultivation in suspension in animal component-free
medium. Initial studies in shaken flasks in small scale, using a cell pool enriched by cell sorting
based on Flow Cytometry (FACS) showed that the operation in pseudoperfusion with cell
retention can considerably enhance the viable cell density and VLP production when compared
to batch cultures. Further enhancements were achieved through continuous cultivation in
perfusion using a controlled stirred-tank bioreactor coupled to an alternating tangential filtration
equipment (XCell™ ATF-2). In spite of the continuous operation of the bioreactor and of the
constant medium exchange, maximum titer (90 pg/mL) was higher than in small scale, either
in simple batch (22 pug/mL) or in pseudoperfusion (89 pg/mL), indicating that continuous
perfusion systems represent a promising alternative for the obtention of Zika VLPs.

Key words: Virus-like particles, Zika virus, HEK293 cell line, Stable expression, Animal cell

cultivation in perfusion mode.
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1. INTRODUCAO

Desde o final do século XV11l, o desenvolvimento de vacinas tem mostrado fundamental
importancia para diminuir ou evitar o contagio de pessoas com patdgenos. Os experimentos
realizados no final do século XVIII por Edward Jenner foram um marco na historia da
vacinologia e serviram como pontapé inicial para a elaboracéo de diversos produtos, 0s quais

foram capazes de erradicar doencas letais como a variola (RIEDEL, 2005).

Atualmente, estdo disponiveis no mercado vacinas para prevencdo de mais de 25
doencas infecciosas, como colera, sarampo, hepatite B, influenza, rubéola, caxumba,
tuberculose e febre amarela (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019a) e estima-se que 0
valor anual de venda destes produtos va ultrapassar 40 bilhGes de délares em 2024
(EVALUATE LTD, 2018). Entretanto, apesar de esforcos da comunidade cientifica para
desenvolver novas vacinas, doencas causadas por patdgenos como o virus Zika ainda nao

possuem produto aprovado para uso humano.

O virus Zika (ZIKV), até entdo conhecido por causar epidemias isoladas em 2007, na
Ilha de Yap, e em 2013, na Polinésia Francesa, ganhou notoriedade em 2015, quando um grande
surto foi reportado no Brasil. Evidéncias cientificas, que relacionaram a infec¢éo pelo ZIKV a
casos de Sindrome de Guillain-Barré em adultos e a ocorréncia de mal-formacdes congénitas
em fetos de mées infectadas, levaram a Organizacdo Mundial de Sadude (do inglés World Health
Organization) a declarar em fevereiro de 2016 que o virus representava uma Emergéncia de
Saude Publica de Preocupacdo Internacional (CAO-LORMEAU et al., 2016; DUFFY et al.,
2009; LANCIOTT]l etal., 2008; OEHLER et al., 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016a).

Nos dias atuais, ha risco de transmissdo de ZIKV em mais de 90 paises, territorios ou
areas subnacionais (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018) e
mais de 40 candidatos a plataforma vacinal estdo sob investigacdo (LIN et al., 2018;
MORABITO e GRAHAM, 2017; WILDER-SMITH et al., 2018).

Particulas pseudovirais (do inglés virus-like particles, VLPs) sdo estruturas
tridimensionais constituidas por proteinas pertencentes a estrutura do virus, expressas na forma
recombinante. VLPs ndo contém o genoma viral e sdo, em geral, altamente imunogénicas, pois
apresentam em sua superficie o antigeno de forma repetitiva, desencadeando uma resposta
imune (CHACKERIAN, 2007; FUENMAYOR et al., 2017; ROLDAO et al., 2010). Dois



diferentes trabalhos demonstraram que a imunizagdo de camundongos com diferentes
construcdes de VLPs de Zika levaram a inducdo eficaz de anticorpos neutralizantes, revelando
o0 potencial desta plataforma como candidata vacinal. Em ambos os trabalhos, as particulas
pseudovirais sdo formadas por proteinas estruturais do virus (BOIGARD et al., 2017,
ESPINOSA et al., 2017). Contudo, nestes trabalhos as VLPs foram produzidas por transfec¢do

transiente, sendo pouco provavel seu uso como plataforma para producéo em larga escala.

A possibilidade de desenvolver linhagens celulares recombinantes estaveis produtoras
de VLPs representa uma possivel plataforma para a producdo de uma vacina com preco
acessivel, ja que reduziria de forma consideravel os altos custos relacionados ao DNA (do inglés
deoxyribonucleic acid) e aos reagentes de transfeccdo necessarios a producdo em larga escala
de proteinas recombinantes e VLPs por meio de transfeccdo transiente. Além disso, a expressao
estavel possibilita o uso de processos de cultivo celular continuos com reciclo celular
(perfusdo), os quais permitem a operacdo em altas densidades celulares e em estado
estacionario. Desta forma, as células sdo mantidas em condi¢c@es ambientais adequadas estaveis,
implicando em melhorias na produtividade do processo, na reducdo de custos e em alta
qualidade do produto (CASTILHO, 2015; GOUDAR et al., 2015; GUTIERREZ-GRANADOS
etal., 2018).

Neste trabalho, uma plataforma para a producéo de VLPs de Zika foi proposta, sendo
baseada no desenvolvimento de linhagens recombinantes de células HEK293-3F6 estaveis que
expressam constitutivamente estas particulas. Além disso, subpopulagdes enriquecidas destas
células, selecionadas com auxilio de FACS (do inglés Fluorescence Activated Cell Sorting),
foram obtidas e empregadas na producéo de particulas pseudovirais de Zika. Inicialmente, tais
estudos foram desenvolvidos em frascos agitados em pequena escala e, posteriormente, em
biorreator de tanque agitado operado em modo perfusdo, utilizando o como equipamento de

retencdo celular o filtro tangencial alternado XCell™ ATF-2.

Embora outras plataformas estejam sendo propostas para desenvolvimento de vacinas
para o virus Zika, tais como vacinas de virus inteiro ou de DNA, acredita-se que VLPs sejam
uma plataforma promissora e que esta seja a primeira a mostrar a expressado estavel de VLPs de
Zika e, ainda, sua producéo utilizando biorreator operado em perfusdo. Ambas as estratégias de
expressao estavel e intensificacdo de processos por operacdo em perfusdo sdo ferramentas
efetivas para aumentar a produtividade volumétrica e melhorar o custo-beneficio desta
plataforma, adicionando vantagens aquelas ja conhecidas para vacinas baseadas em VLPs,

como sua seguranga e imunogenicidade.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Vacinas

O desenvolvimento de vacinas teve inicio no final do século XVIII, a partir de
experimentos realizados por Edward Jenner. Apds inocular o material da ferida de pessoas
contaminadas por variola bovina em uma crianca saudavel, Jenner observou o desenvolvimento
de uma forma branda da doenca e, em exposic¢des posteriores, 0 contato com material biolégico
contaminado pelo patégeno humano n&o levou o menino a adquirir 0s sintomas caracteristicos
da variola (RIEDEL, 2005; STEWART e DEVLIN, 2006).

Quase um século apos tal estudo, Louis Pasteur desenvolveu uma antitoxina para raiva,
considerada por ele na época como uma vacina, e definiu o termo vacina como uma suspensao
de microrganismos vivos, atenuados ou inativados ou de suas fracGes, administrados para
induzir a imunidade e prevenir doencas infecciosas e suas sequelas (STERN e MARKEL,
2005).

Vacinas consistem tipicamente de uma formulagdo que contém estruturas semelhantes
ao seu agente causador, e é composta por formas inativas ou atenuadas do microrganismo, suas
toxinas ou proteinas da superficie do mesmo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019b).

Por estimularem a defesa do hospedeiro contra um patdgeno especifico e gerarem
memdaria imunoldgica, protegendo os individuos imunizados em caso de possivel futuro contato
com o patdgeno, as vacinas previnem as doencas, evitando internacdes, tratamentos e mortes
(CUNNINGHAM et al., 2016). Portanto, as vacinas sdo vistas atualmente como uma das
ferramentas de melhor relacdo custo-beneficio para a satde publica (DI PASQUALE et al.,
2016).

Desde o desenvolvimento da primeira vacina, diversos avangos na area de vacinologia
foram alcancados, permitindo um desenvolvimento racional em contraposi¢do ao empirismo
empregado inicialmente, quando ensaios em humanos foram realizados antes de qualquer

estudo de seguranca ou eficicia de candidatos vacinais (PLOTKIN, 2014).



2.1.1. Tipos de vacina

As primeiras vacinas basearam-se no uso da particula viral inteira, inativada ou
atenuada, sendo a Ultima uma forma menos virulenta do organismo que poderia gerar uma
resposta imune sem deflagrar a doenca propriamente dita ou deflagrando uma forma mais
branda da mesma. De fato, o virus inteiro é altamente imunogénico e estimula resposta similar
a que ocorre durante a infecgdo natural, mas é preciso confirmar a eficacia (que a imunidade
confira efetivamente protecdo) e a seguranca (que nao haja efeitos adversos graves e nem que
uma resposta imune exacerbada seja desencadeada no individuo) (CUNNINGHAM et al.,
2016).

O avanco da tecnologia e do conhecimento permitiram, ao longo do tempo, o
desenvolvimento de antigenos especificos, capazes de estimular respostas imunes eficazes e
persistentes e minimizar reacdes adversas, como no caso de vacinas formadas por subunidades
ou toxdides, vacinas conjugadas ou recombinantes (CUNNINGHAM et al., 2016). Esforcos
tém sido feitos para desenvolver vacinas de DNA e baseadas em vetores virais, mas até o
momento ndo existem produtos destes tipos aprovados para uso humano (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019b). A Tabela 1 exemplifica as diferentes plataformas vacinais
possiveis e exemplos de vacinas aprovadas para uso humano ou em fase avancada de testes

clinicos.

De acordo com MOSER e LEO (2010), é essencial para uma vacina que a administracao
da mesma gere memoria imunoldgica e que a resposta imune, caso haja um novo contato com
0 patdégeno, seja amplificada. Em geral, observa-se que vacinas modernas sdo formadas por
componentes subcelulares provenientes do patdgeno ou por suas respectivas proteinas
recombinantes, representando formulagfes antigénicas mais seguras e com bom custo-

beneficio.

No desenvolvimento de vacinas, deve-se considerar as caracteristicas do antigeno e
como o sistema imune reage a0 mesmo, a populacéo alvo a ser vacinada e a melhor tecnologia
para producdo da vacina (NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS
DISEASES, 2012).



Tabela 1: Tipos de vacinas disponiveis no mercado ou em desenvolvimento e seus patdgenos alvo.

Exemplo de vacina aprovada para
Tipo de vacina uso humano ( ou em fase avancgada de
testes)

Febre amarela

Influenza

Pat6geno inteiro: atenuada
Triplice viral (sarampo, caxumba e

rubéola)

Hepatite A

Patdgeno inteiro: inativada Influenza

Virus da Raiva

Subunidade Hepatite B
Difteria
Toxoide

Tétano
Conjugada Haemoprzllgli)lnfluenzae tipo b
Vacina de DNA Zika (fase 11b de estudo clinico)
Vacina de mMRNA Zika (fase 11 de estudo clinico)

Recombinante HPV (virus do papiloma humano)

Fonte: NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES (2012); U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH & HUMAN SERVICES (2017); NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH (2019).

2.1.2. Aspectos mercadoldgicos

Pelo fato de vacinas serem administradas em um grande nimero de individuos
saudaveis, estas formulacGes sdo um dos produtos médicos mais sensiveis ao preco,
dependendo de fatores como a populagéo alvo, a demanda e a plataforma de producgéo. Desta
forma, é importante que a tecnologia envolvida no processo seja economicamente viavel, e que
0 produto seja seguro e eficaz (CUNNINGHAM et al., 2016).

O mercado de vacinas pode ser considerado concentrado, visto que mais de 70% das

vendas mundiais sdo dominadas pelas empresas Pfizer, Merck, Sanofi e GlaxoSmithKline (LA



VIGNE, 2016). Dados mostram que as vacinas representam a quarta maior area da industria
farmacéutica em termos de vendas, tendo atingido valor mundial de 27,7 bilhGes de do6lares em
2017. A previsdo é que tal valor ultrapasse 40 bilhdes de ddlares em 2024 (EVALUATE LTD,
2018). Ressalta-se, ainda, que o segundo produto vacinal mais vendido atualmente no mundo é
o Gardasil (Merck), o qual € utilizado para prevencdo de HPV e tem origem recombinante,
sendo constituido por particulas pseudovirais. O valor de vendas mundial deste produto atingiu
2,4 bilhdes de ddlares em 2017 e a projecdo é que este valor ultrapasse 3,2 bilhGes de dolares
em 2024 (EVALUATE LTD, 2018), o que confirma o potencial do uso de VLPs como

plataforma vacinal.

Apesar de 0 mercado ser dominado por fabricantes situados em paises desenvolvidos,
ha diversas razbes para que paises em desenvolvimento se preocupem em estabelecer
capacidade de producéo, visto que o controle da producdo pode garantir o controle de custos,
de oferta e garantir que o calendario de vacinacdo seja cumprido. Entretanto, o alto custo de
producdo, o tempo e a capacidade técnica requeridos para obtencgdo de tais produtos sdo fatores
limitantes para o estabelecimento da producao em paises com menor nivel de desenvolvimento
socio-econdmico (PLOTKIN et al., 2017). Atualmente, o Brasil distribui 25 tipos de vacina e
exporta doses para mais de 70 paises, principalmente da Africa. A producdo brasileira é
realizada pela Fundacdo Oswaldo Cruz e pelo Instituto Butantan e, considera-se o pais
autossuficiente na producéo de imunobiol6gicos (GOVERNO DO BRASIL, 2017)

Mesmo com a estimativa de crescimento no valor global de vendas, pode-se dizer que
existem barreiras econémicas para o desenvolvimento e producdo de vacinas em mercados de
diversos paises, sendo este cendrio mais agravado quando se trata de paises em
desenvolvimento. Os riscos relacionados a obtencdo de financiamento, a demanda e ao baixo
preco de venda unitario de vacinas, além dos motivos técnicos citados anteriormente, criam tais

barreiras econdmicas e diminuem a inovacao existente na area (BATSON, 2005).

Entretanto, em vista do aumento do risco de infeccdo por novos patdgenos ou
ressurgimento de casos causados por microrganismos ja conhecidos, € essencial que novas
plataformas vacinais sejam desenvolvidas e que paises em desenvolvimento se envolvam neste

esforco.



2.2. O virus Zika

2.2.1. Historico

O virus Zika pertence ao género Flavivirus da familia Flaviviridae e foi isolado pela
primeira vez de macacos Rhesus em 1947 em Uganda, Africa (DICK et al., 1952). Apesar de
estudos soroldgicos terem detectado casos isolados de infecgdo na Africa e no sudeste da Asia,
0 primeiro surto provocado por Zika foi reportado em abril de 2007 nas llhas Yap, Estados
Federados da Micronesia. Os principais sintomas observados apresentavam semelhanga com
uma infeccdo por influenza, sendo caracterizados por conjuntivite, febre, dores no corpo,
cansaco e erupcdes cutaneas (DUFFY et al., 2009; LANCIOTTI et al., 2008).

Posteriormente, em 2013, uma nova epidemia, de maior porte, foi reportada na Polinésia
Francesa e, pela primeira vez, sintomas mais graves foram detectados, sendo sugerida a relacéo
entre a infeccdo por Zika e a ocorréncia da sindrome de Guillain-Barré em adultos (CAO-
LORMEAU et al., 2016; OEHLER et al., 2014). Em 2015, uma epidemia ainda maior teve
inicio no Brasil, sendo provado que a infec¢do pelo virus em mulheres gravidas pode levar a
microcefalia em fetos, retardamento do crescimento intrauterino, outros tipos de mal-formacéo
congénita e até mesmo morte fetal (ABBINK et al., 2016; CALVET et al., 2016;
HEUKELBACH et al., 2016).

O virus Zika pode ser transmitido pela picada de mosquitos do género Aedes infectados,
principalmente pelas espécies Aedes africanus e Aedes aegypti (LANCIOTTI et al., 2008;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Adicionalmente, ha evidéncias que indicam a
transmissdo de ZIKV pela via sexual, por transfusGes sanguineas e transplante de 6rgaos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). A longa persisténcia do virus em fluidos
corporais implica em aumento do risco de infeccdo em paises ndo endémicos, considerando-se
a grande mobilidade de pessoas no mundo nos dias atuais (D’ORTENZIO et al., 2016; HILLS
etal., 2016; McCARTHY, 2016).

Devido as graves complicacbes que o virus Zika pode gerar, a World Health
Organization (WHO — Organizacdo Mundial de Saude) declarou que o virus representa uma
Emergéncia de Saude Publica de Preocupacdo Internacional em fevereiro de 2016 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016a). Apds isso, a comunidade cientifica passou a priorizar o
desenvolvimento de plataformas para profilaxia, tratamento e diagnostico da infecgdo por Zika
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016b) e, em pouco tempo, mais de 40 candidatos a



vacina chegaram a estudos ndo-clinicos e clinicos (MORABITO e GRAHAM, 2017; WILDER-
SMITH et al., 2018). Atualmente, ainda ha risco de transmissdo de ZIKV em 90 paises,
territérios ou areas subnacionais (Figura 1) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2018).

Areas dos Estados Unidos Areas internacionais
[: Estados reportando Zika I Areas comrisco de infecgao por Zika
Zika néo reportada Areas com risco minimo de infecgao por Zika

Zika nao reportada

Figura 1: Areas do mundo com risco de infecgdo por Zika. Adaptado de CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION (2018).

De acordo com BARRETT (2018), quatro tipos de vacinas encontram-se em estudos
clinicos, a citar-se trés formulacdes baseadas em DNA, uma baseada em RNA maodificado,
quatro formuladas a partir do virus purificado inativado e uma baseada no uso do virus do
sarampo como vetor. Dentre estas, duas vacinas de DNA e uma baseada no virus inativado
mostraram seguranca e foram capazes de induzir anticorpos neutralizantes em humanos
(GAUDINSKI et al., 2018; MODJARRAD et al., 2017).

2.2.2. Caracteristicas do virus Zika

ZIKV é um virus envelopado, de morfologia icosaédrica, com aproximadamente 50 nm
de tamanho, e possui genoma de fita simples positiva de RNA (do inglés ribonucleic acid) com
cerca de 11000 nucleotideos. Em todos os flavivirus, o genoma codifica uma poliproteina que
é clivada por proteases do virus e do hospedeiro em trés proteinas estruturais e sete proteinas
ndo-estruturais (Figura 2A) (CASALE et al., 2018; HADDOW et al., 2012).



A parte N-terminal da poliproteina é formada pelas proteinas estruturais capsideo (C),
pré-membrana/membrana (prM/M) e envelope (E). A montagem da particula viral envolve a
interacdo entre prM e E, levando a formacéo de heterodimeros no reticulo endoplasmatico, com
concomitante encapsulamento do RNA pela proteina C. Posteriormente, a bicamada lipidica da
célula hospedeira contendo prM e E envolve o capsideo contendo o RNA e forma virions
imaturos. A clivagem de prM em M por furinas intracelulares promove a maturacédo da particula
viral e sinaliza para a liberacdo da mesma para o0 meio extracelular (Figura 2B) (LIN et al.,
2018; HADDOW et al., 2012).

A Proteinas

estruturais Proteinas nao-estruturais

5 UTR —{c[ pm | E | ws1 | ws2a [ns2s|  ns3 [nsaa nsas | NSS }— 3"UTR

B Dimero de E Froteina

\ o <% "»_ _ProteinaC
A 7 7 A

RNA gendmico

Figura 2: (A) RNA de fita simples e polaridade positiva do ZIKV codifica poliproteina contendo trés
proteinas estruturais (C, prM e E) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5). (B) Particula de ZIKV envelopada contendo proteinas M (laranja) e E (amarelo) dispostas
em sua superficie em forma icosaédrica e RNA genémico envolto por proteinas do capsideo (verde).
Adaptado de VIRALZONE — SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS (2016).

A proteina E é a principal estrutura relacionada a ligagéao e fuséo do virus com a célula
hospedeira e apresenta trés dominios, sendo o dominio Il um importante epitopo alvo de
anticorpos neutralizantes. Ja o dominio Il contém o loop de fusdo, o qual é altamente
conservado entre os diferentes flavivirus, podendo ser o epitopo reconhecido por anticorpos
gerados contra diferentes espécies de tal género, causando reatividade cruzada entre flavivirus
(LIN et al., 2018; MORABITO e GRAHAM, 2017).

A porcéo C-terminal da poliproteina contém sete proteinas ndo estruturais que atuam na
replicacdo viral. NS1 é uma proteina envolvida com a evasdo da imunidade inata e se associa a
complexos de replicacdo. J& NS3 e seu cofator, NS2B, codificam a protease responsavel por

processar a por¢do nado estrutural da poliproteina, tendo ainda funcao de helicase e nucleosideo
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trifosfatase. Assim como NS1, NS4B também auxilia na evasdo da resposta imune. NS5 atua
como uma RNA polimerase dependente de RNA e ainda atua antagonizando a resposta por

interferon tipo I, envolvida na degradacdo proteossomal (LIN et al., 2018).

2.2.3. Uso de particulas pseudovirais como plataforma vacinal

Particulas pseudovirais ou VLPs sdo estruturas tridimensionais constituidas por
proteinas recombinantes da estrutura do virus e ndo contém o material genético viral. Pelo fato
de serem tridimensionais e apresentarem em sua superficie proteinas dispostas de forma
repetitiva, as VLPs sdo capazes de estimular respostas imunes celulares e humorais eficazes,
além de serem antigenicamente indistinguiveis do virus nativo (CHACKERIAN, 2007
FUENMAYOR et al., 2017; ROLDAO et al., 2010).

O uso de VLPs como plataforma vacinal pode ser considerado atrativo, visto que
apresentam a seguranca necessaria para administracdo em populacBes com caracteristicas
diversas, incluindo mulheres gréavidas, e podem ser produzidas em laboratérios com baixo nivel

de biosseguranca, visto que sdo particulas ndo infecciosas (WILDER-SMITH et al., 2018).

Como dito anteriormente, grande parte das vacinas disponiveis sdo baseadas em
formulacGes constituidas pelo virus inteiro, atenuado ou inativado, e induzem resposta imune
eficaz, mas sua administracdo pode levar a graves reacdes adversas ou mesmo a reversao do
estado atenuado dos virus para a forma mais virulenta, o que traz preocupac¢des quanto a sua
seguranca, como ocorrido nos casos de poliomielite associados a administracdo da vacina
(TEIXEIRA-ROCHA et al., 2005). Adicionalmente, a producao de virus in vitro pode ser um
desafio frente as dificuldades de escalonamento, controle de qualidade e processamento do
material produzido (CHACKERIAN, 2007). Ja as vacinas de segunda geracdo, como toxoides
e vacinas de subunidades, representam opgOes mais seguras por ndo serem formadas pelo
patdgeno inteiro, mas em geral resultam em resposta imune menos eficaz em comparagdo as
vacinas classicas (CIMICA e GALARZA, 2017).

Pode-se dizer que o uso de VLPs como plataforma vacinal combina as vantagens de
utilizar particulas virais inteiras, desencadeando uma resposta imune robusta, e de vacinas de
subunidades, as quais sdo constituidas por antigenos que podem ser produzidos de forma
recombinante (CHACKERIAN, 2007; NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND
INFECTIOUS DISEASES, 2012).
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A tecnologia do DNA recombinante permitiu a producdo in vitro de diversas proteinas
recombinantes que estdo atualmente disponiveis no mercado para uso humano e, dentre estas,
pode-se citar as vacinas virais aprovadas para uso humano (Tabela 2) (CIMICA e GALARZA,
2017; WALSH, 2018). A possibilidade de produzir as proteinas estruturais do virus de forma
recombinante permite ainda inserir modificacbes pontuais, de forma a melhorar sua
estabilidade, maximixar sua imunogenicidade e melhorar a interacdo com celulas mediadoras
da imunidade, por exemplo (FRIETZE et al., 2016). Adicionalmente, mutacGes podem ser

introduzidas para modificar epitopos que sdo conservados em diferentes virus.

Tabela 2: Exemplos de vacinas virais recombinantes aprovadas para uso humano.

Alvo Sistema de expressao Nome comercial
HPV Baculovirus Cervarix (GSK)
Levedura Gardasil (Merck)
Levedura Engerix-B (GSK)
Levedura Recombivax HB (Merck)
Hepatite B Célula de mamifero GenHevac B (Pasteur)
Levedura Fendrix (GSK)
Heplisav-B (Dynavax
Levedura _
Technologies)
) ) Hecolin (Xiamen Innovax
Hepatite E Bactéria )
Biotech)
Influenza Célula de inseto FluBlok (Protein Science)

Adaptado de CIMICA e GALARZA (2017) e WALSH (2018).

Além das vacinas virais recombinantes ja aprovadas para uso humano descritas na
Tabela 2, ha outras em estudos pré-clinicos ou clinicos. Dentre elas, dois diferentes trabalhos
mostraram que a administracdo de diferentes construgdes de VLPs de Zika em camundongos
levou a inducéo eficiente de anticorpos neutralizantes, corroborando o potencial de VLPs como
plataforma vacinal para virus Zika (BOIGARD et al., 2017; ESPINOSA et al., 2017).

Visto que ja foi demonstrado que a expressdo das proteinas prM e E é suficiente para

formar VLPs de diferentes flavivirus in vitro e que os epitopos reconhecidos por anticorpos
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neutralizantes encontram-se principalmente na proteina E (PIERSON et al., 2008; PIJLMAN,
2015), escolheu-se tais proteinas para compor VLPs de Zika no presente trabalho.

Diferentemente das VLPs expressas por BOIGARD e colaboradores, o desenho das
VLPs prM-E desenvolvidas no Laboratério de Engenharia de Cultivos Celulares ndo contém a
proteina do capsideo. Apesar de tal proteina ter papel na estabilidade da particula pseudoviral,
é possivel que sua co-expressdo com as outras proteinas estruturais leve a internalizacdo de
RNA da célula hospedeira durante a formacdo das VLPs in vitro (PAUL e
BARTENSCHLAGER, 2013), o que poderia ser um aspecto negativo do ponto de vista

regulatério.

2.3. Producéo de vacinas recombinantes e particulas virais

2.3.1. Uso de células de mamiferos

A tecnologia do cultivo de células animais teve origem no final do século XI1X e evoluiu
consideravelmente até seu uso comercial para fins de obtencdo de produtos biofarmacéuticos
nas Ultimas décadas. Inicialmente, esta tecnologia foi usada como ferramenta para investigacdo
do comportamento de diferentes células e tecidos in vitro, sendo posteriormente utilizada no

desenvolvimento de processos para producéo de vacinas (OZTURK, 2005).

A aceitacdo de linhagens celulares continuas por parte das agéncias regulatoérias foi um
marco, ja que o uso destas células traz vantagens para a elaboracdo de processos produtivos
robustos e eficientes. Caracteristicas como a capacidade de se multiplicar in vitro por longos
periodos sem alteracdes genéticas e morfologicas que comprometam o produto final, além da
possibilidade do cultivo em suspensao tornam o escalonamento em biorreatores mais atrativo
(OZTURK, 2005).

Nos ultimos anos, a investigacdo do uso de células de mamiferos como plataforma para
producdo de vacinas tem aumentado (PETIOT et al., 2015). Estas células tém capacidade de
expressar proteinas com o correto enovelamento e modificacbes pos-traducionais, que s@o
criticos para sua estabilidade e eficacia (WURM, 2004). Em geral, sistemas de expressao mais
simples como bactérias e leveduras sdo utilizados para producdo de proteinas menores e de

baixa complexidade.

Tem sido reportado na literatura o uso das linhagens celulares de mamiferos BHK-21

(sigla do inglés Baby Hamster Kidney), HEK293 (sigla do inglés Human Embryonic Kidney),
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MDCK (sigla do inglés Madin-Darby Canine Kidney) e Vero (células do rim de macaco verde
africano) para a producdo de particulas virais a serem empregadas como vacinas ou como
vetores virais, a citar-se a producdo dos virus da influenza em células HEK293 e MDCK
(PETIOT etal., 2011; TAPIA etal., 2014) e Zikaem BHK-21 e Vero (NIKOLAY et al., 2018b);
de VLPs de influenza (VENEREO-SANCHEZ et al., 2017), de VLPs de HIV (sigla do inglés
Human Immunodeficiency Virus) (FUENMAYOR et al., 2018) e VLPs do virus da raiva
(FONTANA et al., 2015) e de vetores virais baseados em lentivirus (ANSORGE et al., 2009;
MANCEUR et al., 2017) e em adenovirus (HENRY et al., 2004; LESCH et al., 2015).

O uso de células HEK293, provenientes de rim humano embrionario, tem sido reportado
ha& mais de 30 anos como sistema hospedeiro para producdo de virus, particulas pseudovirais e
vetores virais (PETIOT et al., 2015). No caso da producdo de VLPs, células HEK293 se
comportam de forma eficiente para expressar e secretar as particulas em tamanho e morfologia

similar aos respectivos virus nativos (ZELTINS, 2013).

Adicionalmente, o uso de uma linhagem celular humana para a producéo de VLPs de
Zika pode ser vantajoso, visto que as mesmas sdo envelopadas e a membrana lipidica da célula

hospedeira € usada durante a montagem e secrec¢do das particulas (LUA et al, 2014).

2.3.1.1. O metabolismo de células de mamiferos e os meios de cultivo

O metabolismo de células de mamiferos quando cultivadas in vitro é considerado
alterado em relacdo ao observado in vivo, caracterizado pelo consumo elevado e ineficiente de
fontes de carbono, nitrogénio e energia, em especial de glicose e glutamina. Isto leva a producgéo
de metabdlitos indesejados como lactato, amonio, alanina, aspartato e glicina. O acumulo de
lactato e amdnio pode limitar o crescimento celular, ativar processos apoptéticos e levar a perda
da qualidade da proteina recombinante produzida (ALTAMIRANO et al., 2013).

Quando in vivo, células animais recebem os nutrientes por meio de fluidos fisioldgicos
e, por isso, as primeiras tentativas de cultivo basearam-se na utilizacdo de fluidos bioldgicos
como plasma, linfa e soro (MORAES et al., 2008). Ao passar dos anos, soro e outras substancias
provenientes de animais foram retirados da formulacdo dos meios de cultivo e teve inicio 0 uso
de linhagens celulares continuas, as quais apresentam requerimentos nutricionais menos
complexos (OZTURK, 2005).
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O desenvolvimento de meios livres de soro foi impulsionado pelo risco elevado de
transmissdo de patdgenos, como virus e prions, encontrados em material sanguineo, como o
soro de animais. No inicio, as formulacdes dos meios livres de soro incluiam hidrolisados de
planta, como peptona de soja, além de extratos de levedura para melhores resultados de
crescimento celular. ApoOs extensivos estudos foram desenvolvidos meios de cultivo
quimicamente definidos contendo proteinas recombinantes ou totalmente isentos de proteinas,
aos quais ndo era necessaria a adigdo de quaisquer extratos (YAO e ASAYAMA, 2017). Além
de diminuir os riscos de contaminacgdo por patdgenos, o uso de meios quimicamente definidos
permitiu a simplificacdo dos processos de purificacdo e recuperacdo de biomoléculas,
reduzindo os custos e a complexidade do processo produtivo (BANDARANAYAKE e ALMO,
2014).

Os meios quimicamente definidos sdo compostos por nutrientes necessarios para
realizacdo do metabolismo celular. Entretanto, comumente é feita a adicdo de suplementos que
atuam melhorando o crescimento celular e a qualidade do produto de interesse, além de
promover aumento na produtividade especifica. Adicionalmente, diferentes estratégias de

alimentacdo sdo estudadas a fim de otimizar o crescimento celular. (MORAES et al., 2008).

2.3.2. Geracdo de linhagens celulares recombinantes

Particulas pseudovirais sdo produzidas a partir da transfec¢do de células com o DNA
plasmidial contendo a sequéncia dos genes que codificam as proteinas de interesse. A
maquinaria celular é utilizada para a producdo proteica a partir da transcricdo do material
genético transfectado, que pode ou ndo ser integrado ao DNA cromossomal da célula
hospedeira (FUENMAYOR et al., 2017).

Quando se utiliza a metodologia de transfeccdo transiente, 0 DNA exdgeno chega ao
nacleo celular e o produto de interesse € expresso por alguns dias ou semanas apds a
transfeccdo, sendo considerado um processo rapido. (CERVERA et al., 2013). Como apenas
uma pequena proporcdo das células incorpora 0 DNA exo0geno, variagdes negativas na
expressdo relacionadas ao sitio de integragdo no genoma sdo minimizadas e, assim, maiores
concentragfes de produto podem ser obtidas por transfeccdo transiente em comparacdo a
transfeccéo estavel (BOLLATI-FOGOLIN e COMINI, 2008).
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Este processo se torna atrativo quando é necessario realizar uma caracterizacao inicial
de diferentes construcGes génicas, para gerar produto a ser utilizado em estudos pré-clinicos ou
quando tal expressédo é citotdxica para a célula, dificultando a geracdo de linhagens celulares
estaveis (CERVERA et al., 2013). Além disso, pode-se utilizar esta metodologia para casos
onde o antigeno de interesse sofre constantes mutaces em sua forma selvagem, requerendo
frequente alteragdo na composigéo da VLP produzida (FUENMAYOR et al., 2017). Entretanto,
a transfeccdo transiente apresenta pontos negativos, como a grande quantidade de DNA
plasmidial e de reagente de transfeccdo necessarios (BANDARANAYAKE e ALMO, 2014).

Alternativamente, na expressdo estavel ocorre a integracdo dos genes de interesse no
genoma da célula hospedeira, e os niveis de expressdo passam a ser influenciados por fatores
como a eficiéncia de transfeccdo, a frequéncia e a posicao de integracdo no genoma e o método
de selecdo de células produtoras. Neste sistema, existe a necessidade de identificar e selecionar
células onde houve integracdo no genoma e isso pode ser feito, por exemplo, por meio da
expressdo de uma sequéncia que codifica um ou mais genes marcadores. Uma variedade de
sistemas estd disponivel para selecdo de células transfectadas, incluindo a resisténcia a

antibiéticos como neomicina, higromicina e puromicina. (WURM, 2004).

Dependendo da linhagem celular, do produto recombinante e do tipo de sistema de
selecdo usado, os niveis de expressdo do produto e a produtividade especifica inicial podem
ndo ser 6timos, mas a exposicdo das células a diferentes concentracdes do agente de selecdo
pode promover aumento destes parametros. Deve ser feita a selecdo de populagdes ou clones
que apresentem maior produtividade e, apds isso, o comportamento de candidatos mais
promissores € avaliado, verificando-se neste momento outros pardmetros além da
produtividade, como a qualidade do produto e a estabilidade da linhagem. A identificacédo de
células altamente produtoras pode ser um processo longo e trabalhoso e, por isso, € interessante
que o processo de selecdo seja estringente. Além da producdo, é importante avaliar o
crescimento celular, visto que a combinacdo de alta produtividade especifica e crescimento
rapido pode tornar uma linhagem celular adequada para escalonamento e producdo. Por fim, o
clone escolhido para a plataforma de producdo deve passar por extensiva caracterizacdo e
bancos celulares devem ser preparados (LE et al., 2015; SHEN et al., 2005; WURM, 2004).

De forma a facilitar a selecdo de celulas com o fenotipo desejado, 0 uso de técnicas de
enriquecimento de células produtoras por citometria de fluxo acoplada a sorter tem ganhado
importancia, pois permite a anélise de milhdes de células por minuto de forma eficaz,

diminuindo o tempo necessario e o trabalho requerido em tal etapa (PRIOLA et al., 2016).
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Apos definida a sequéncia do gene de interesse a ser introduzida na célula hospedeira,
deve-se escolher 0 método de transfeccéo a ser utilizado. Atualmente, dispGe-se de métodos
quimicos, como uso de polications ou co-precipitagdo com fosfato de célcio; fisicos, como
eletroporacédo e vibracdo molecular induzida por campo elétrico; e bioldgicos, como lipofecgédo
e transducdo viral (BOLLATI-FOGOLIN e COMINI, 2008; KAESTNER et al., 2015). A
escolha do sistema de expressdo, da linhagem hospedeira e do método de transfec¢do tem
influéncia direta na eficiéncia e no custo do processo de desenvolvimento de linhagens celulares
(PRIOLA et al., 2016)

A lipofeccdo € um método aplicado na area de biologia celular e é baseada no uso de
lipideos catibnicos, os quais tém a cabeca polar carregada positivamente ligada a uma ou duas
cadeias de hidrocarbonetos. A cabeca polar interage eletrostaticamente com a regido do DNA
carregada negativamente, formando uma estrutura lipossomal compacta em solug¢fes aquosas.
A interacdo com a membrana celular ¢ mediada pela carga positiva do lipossomo e, a partir
disso, o complexo é endocitado pela célula hospedeira. Diversos lipideos catibnicos estdo
disponiveis comercialmente, incluindo lipideos catidnicos mono ou polivalentes, derivados do
colesterol ou compostos contendo guanidina. A lipofeccdo € considerada um processo simples
e com alta reprodutibilidade, sendo aplicavel nas etapas de producdo de proteinas
recombinantes por transfeccio estavel e transiente (BOLLATI-FOGOLIN e COMINI, 2008;
JAGER et al., 2014; KAESTNER et al., 2015). Um esquema simplificado do processo de

transfeccdo por lipofeccdo pode ser observado na Figura 3.

DNA plasmidial Reagente de

— lipofecgio

Mistura DNA-lipidio
(formacao de lipossomos) L R B

Incubagio com Coleta do sobrenadante
células parentais para detecciao do produto

Figura 3: Esquema do procedimento de transfeccdo por lipofeccdo. De forma resumida, o DNA
plasmidial € incubado com o reagente de lipofeccéo e, apds isso, é transferido para o frasco agitado
contendo a suspensédo de células parentais. Apos 48-72h, é possivel coletar material proveniente de tal
cultivo celular e avaliar a presenca do produto de interesse. Adaptado de OZ BIOSCIENCES (2019).
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Idealmente, ap6s a definicdo da sequéncia génica das proteinas a serem expressas,
escolha do sistema de expresséo e da metodologia de transfeccéo, procede-se com a transfecgéo
propriamente dita, selecdo de populagdes produtoras e isolamento de clones com melhor
crescimento e produtividade especifica. De forma a maximizar a produtividade, estratégias de
otimizacdo do meio de cultivo e dos parametros de producdo podem ser realizados (Figura 4)
(BANDARANAYAKE e ALMO, 2014).

o\

~ Selecio e isolamento de Escalonamento e preparo Otimizag¢iao do
Transfec¢io Z
populagdes produtoras/clones de bancos celulares processo produtivo
B = "o ARA =

Figura 4: Esquema resumido do fluxograma referente as etapas de geragdo da linhagem celular, selecdo
e isolamento de populagdes produtoras/clones, escalonamento e preparo de bancos celulares e
otimizacédo do processo produtivo. Adaptado de BANDARANAYAKE e ALMO (2014).

2.3.3. Otimizacdo das condic¢es de cultivo e producdo em biorreatores

Apbs a etapa de geracdo da linhagem recombinante e selecdo da populacao/clone a ser
utilizado, é interessante que as caracteristicas celulares sejam avaliadas e que se otimizem as
condigdes de cultivo, de forma a aumentar a produtividade (WURM, 2004). Estudos em frascos
podem ser utilizados como ferramentas em pequena escala para suportar o desenvolvimento de
processos e auxiliar na operacao de processos produtivos para investigacdo de parametros ou

resolucdo de problemas encontrados durante tal etapa (BIELSER et al., 2018).

Adicionalmente, tais estudos podem auxiliar na definicdo do tipo de biorreator mais
adequado para o cultivo da linhagem celular de escolha, dependendo de suas caracteristicas e
requerimentos nutricionais. Nos biorreatores, condi¢des ambientais como pH, teor de oxigénio
dissolvido (dO.), temperatura e agitagdo podem ser controlados, provendo assim um ambiente

otimizado para o crescimento celular e expresséo do produto de interesse (CHICO et al., 2008).

Para células cultivadas em suspenséo, os biorreatores do tipo tanque agitado sdo 0s mais
utilizados em processos industriais, visto que sdo capazes de propiciar um ambiente fisico-
guimico homogéneo para todas as células e apresentam caracteristicas que facilitam o cultivo

de células animais, como boa transferéncia de gases, facil monitoramento e operacéo. Estes
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sistemas podem ser operados em qualquer um dos modos de operagdo discutidos a seguir
(WARNOCK e AL-RUBEAI, 2006).

Os modos de operacdo de um processo de cultivo celular podem ser classificados em
descontinuo (batelada), descontinuo alimentado (batelada alimentada) e continuo com ou sem
retencdo de células dentro do biorreator (Figura 5). Fatores como a estabilidade da linhagem
celular e do produto e demanda do mercado devem ser considerados ao escolher o modo de
operacgéo (CHICO et al., 2008).

No modo batelada, a operacdo é descontinua e realiza-se a inoculacdo das células em
determinado volume de meio, sem qualquer adicdo ou retirada de substratos durante o cultivo.
Nesse caso, a concentragdo celular aumenta enquanto houver substrato disponivel e enquanto
0s metabdlitos secundarios ndo atingirem niveis citotdxicos, e o produto se acumula e é coletado
ao final da corrida. A variagdo da concentragdo de células é descrita pela Equacao 1. Na batelada
alimentada, o cultivo também é descontinuo e diferencia-se do processo em batelada simples
pela adicdo de nutrientes especificos ou meio de cultivo concentrado ao longo do tempo, em
geral levando a variagOes do volume de cultivo, que levam ao aumento da produtividade e da
concentracdo celular obtida. A variacdo da concentracdo de células é descrita pela Equacéo 2.
Em ambos os modos de operacdo, o tempo de residéncia do produto dentro do biorreator é
longo, h& acumulo de metabdlitos secundarios e a produtividade é limitada, mas séo sistemas
que apresentam complexidade operacional moderada (CHICO et al., 2008; WARNOCK e AL-
RUBEAI, 2006).

U_ IJ.X 1
dt v ( )
dt v Iy v ( )

Onde:
Xv: concentragdo de células viaveis
t: tempo

J: taxa especifica de crescimento
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F: vazéo da corrente de alimentacéo

V: volume de trabalho no biorreator

O modo de operacao continuo é operado com adicdo constante de meio de cultivo fresco
e remocdo do meio do interior do biorreator, contendo produto, metabolitos secundarios, células
e componentes do meio de cultivo ndo consumidos. Como a taxa especifica de crescimento ()
de células animais € baixa, o cultivo operado em modo continuo sem retencédo celular tem que
ser operado a vazdes de alimentacdo/remocdo de meio de cultivo relativamente baixas, com
concentracdo de células limitada, pois uma taxa de diluicdo (Equacdo 3) maior que p causaria
a lavagem do reator. Através de uma pequena remocao controlada de células (cell bleed), a qual
é independente da vazdo de alimentacdo do biorreator, torna-se possivel operar o biorreator sob
condi¢cdes ambientais constantes, em estado estacionario. O modo continuo com retencdo
celular, na area de cultivo de células animais, € conhecido como perfuséo. Por isto, é importante
que se utilizem equipamentos para reter as células dentro do biorreator, de maneira que possa
se estabelecer e manter uma elevada concentragdo celular, mantida pela alimentacdo de meio
de cultivo em altas vazdes. A variacdo da concentracdo celular neste sistema é descrita pela
Equacdo 4 (CHICO et al., 2008).

A perfusdo traz diversas vantagens, como menor tempo de residéncia do produto no
biorreator, remocdo continua de metabdlitos tdxicos e maior produtividade volumétrica, mas é
considerado um sistema mais complexo tecnologicamente e operacionalmente que os modos
descritos anteriormente. Quando comparada a opera¢do nos modos batelada e batelada
alimentada, um processo em perfusdo é capaz de suportar maiores concentrag@es celulares por
periodos mais longos, gerando maior produtividade volumetrica e permitindo que dada
producdo seja alcangada utilizando biorreatores em uma escala menor. (CASTILHO, 2015;
CHICO et al., 2008).

D—F 3
=7 3)

dx,
dt

= pX, —aDX, (4)
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Onde:

D: taxa de dilui¢do no biorreator = numero de trocas de volume do biorreator por um

periodo de tempo

a: fator de perda de células = concentracdo celular no perfundido/concentracao celular

no biorreator

Alimentagdo oS ®

F—»

Equipamento de
reten¢do celular

Alimentagdo  Cell bleed

Coleta de produto

Figura 5: Configuracdo de biorreatores operados em diferentes modos de operagéo: batelada, batelada
alimentada e continuo com reciclo celular (perfuséo). Adaptado de CHICO et al. (2008).

No fim do século XX, quando teve inicio o estudo da producdo de produtos
biofarmacéuticos em biorreatores, a demanda era consideravelmente menor e 0s produtos eram
protegidos por patentes, o que limitou o desenvolvimento de processos na indudstria
biofarmacéutica. Assim, para encurtar o tempo de desenvolvimento e usar processos menos
complexos, optou-se por plataformas de producdo operadas em batelada ou batelada
alimentada. Entretanto, pelo fato de tais processos apresentarem produtividades limitadas,
buscou-se por alternativas mais eficientes e com menor custo e, assim, processos em perfusédo
ganharam destaque na tltima década (CASTILHO, 2015; HENRY et al., 2008; WARNOCK e
AL-RUBEAI, 2006).

Para que um processo possa ser operado em perfusdo, equipamentos de separacao
adequados sdo requeridos para reter as células no biorreator enquanto o produto é coletado
(CASTILHO, 2015; WARNOCK e AL-RUBEAI, 2006). Como células de mamiferos séo
sensiveis a tensdes de cisalhamento e € importante que sejam mantidas vidveis durante o

processo de separacdo, a escolha do equipamento de retencdo celular mais adequado para a
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linhagem celular em questéo tem grande relevancia. Fatores levados em consideragdo incluem
a eficiéncia de separagdo, o efeito no crescimento e viabilidade celular e a possibilidade de

operacdo por longos periodos sem queda de desempenho (CASTILHO, 2015).

Atualmente, diversos equipamentos de retencao celular estdo disponiveis (Tabela 3) e
seus principios de separacdo sdo baseados em sedimentacdo em campo centrifugo ou
gravitacional, agregacdo sob estimulo de ondas ultrassénicas ou filtracdo (tangencial,
tangencial alternada, com uso de filtros rotatorios ou spin filters, dentre outras estratégias de
operacdo) (CASTILHO, 2015).

Tabela 3: Exemplos de equipamentos de retencao celular e seus principios de separag&o.

Principio de separacéo Equipamento Fornecedor

Sedimentacdo gravitacional Sedimentador lamelado Sudhin Biopharma,

Technology Services

Sedimentacdo em campo Hidrociclone -
centrifugo Centrifugas (ex: Centritech®)  PneumaticScaleAngelus
Agregacéo por ondas Separador acustico (Biosep®) Applikon
ultrassdnicas Biotechnology
Tangencial Diversos fabricantes
Filtracdo Tangencial Alternada Repligen

(XCell™ ATF®)

Com filtros de malha Diversos fabricantes

rotatério

Adaptado de CARVALHO e CASTILHO (2017).

Dentre os equipamentos de retencdo celular, aqueles que tém o método de separacao
baseado em membranas representam uma alternativa interessante, apresentando alta eficiéncia
de retencdo. Neste tipo de sistema, a suspensdo celular € bombeada para o modulo de filtracao
e a fase liquida permeia através da membrana, de modo que as celulas retornem ao biorreator.
Membranas de diferentes configuracdes, polimeros e com tamanhos de poro diversos estéo

disponiveis no mercado.

A diminuicdo progressiva do fluxo permeado através da membrana pode ocorrer devido

ao entupimento progressivo das membranas em decorréncia de altas concentracdes celulares,



22

debris celulares e acumulo de proteinas e DNA, levando a retencdo de produto no interior do
biorreator e & necessidade de troca do dispositivo de retengdo ou até interrupcéo do processo.
Tal desvantagem pode ser parcialmente contornada pelo uso de filtracdo tangencial alternada
(do inglés alternating tangential filtration — ATF), a qual promove inversdo sequencial da
direcdo do escoamento tangencial a membrana, reduzindo os problemas de entupimento
progressivo da membrana e consequente retencdo do produto no biorreator (CASTILHO, 2015;
WANG et al., 2017).

Atualmente, o uso do ATF como equipamento de retencdo celular tem ganhado
importancia para producdo de particulas virais (GUTIERREZ-GRANADOS et al., 2018).
Dados da literatura reportam o desenvolvimento de sistemas em perfusdo utilizando o ATF
como equipamento de retencdo celular para producdo dos virus Zika (NIKOLAY et al., 2018Db)
e influenza (GENZEL et al., 2014). Conforme descrito anteriormente, particulas pseudovirais
se assemelham ao virus nativo em tamanho e morfologia e, assim, é possivel que processos

semelhantes possam ser desenvolvidos para a producéo de VLPs.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver a producdo de particulas pseudovirais
(VLPs) de Zika, por meio do estabelecimento de linhagens celulares recombinantes
expressando as VLPs de forma estavel e constitutiva e do desenvolvimento de tecnologia

eficiente para o cultivo das mesmas.

3.2. Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste estudo foram:
= Auvaliar alinhagem celular hospedeira mais adequada para a expressdo de VLPs de Zika;

= Gerar linhagens celulares recombinantes capazes de expressar VLPs de Zika de forma

constitutiva e estavel,
= Analisar a estabilidade da producéo das linhagens produtoras;

= Isolar populagdes enriquecidas em células produtoras de VLPs com auxilio de
citometria de fluxo acoplada a sorter (FACS);

= Auvaliar o crescimento das linhagens celulares estaveis e a producdo de VLPs em frascos

agitados;

= Avaliar a influéncia de estratégias de alimentacdo em frascos agitados operados em
modo pseudoperfuséo;

= Estudar o comportamento celular em biorreator de tanque agitado operando em modo
de operacdo continuo com retengdo celular (perfusdo), avaliando o sistema XCell™

ATF-2 como equipamento de retencéo celular.
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4. METODOLOGIA

4.1. Linhagens celulares e condigdes de cultivo

Diferentes linhagens celulares foram avaliadas durante a etapa inicial deste trabalho, a
qual se refere a otimizacdo do processo de transfeccdo com as construcfes génicas a serem
descritas na secdo 4.2.1. Para isso, foram cultivadas células BHK-21, CHO.K1 (sigla do inglés
Chinese Hamster Ovary) e HEK293-3F6 em seus respectivos meios de cultivo (Tabela 4), todas
previamente adaptadas a suspensdo. Para células CHO.K1, foi feito cultivo em dois diferentes
meios de cultivo, de forma a determinar o melhor deles para manutencdo e transfeccdo de tal

linhagem.

As linhagens celulares parentais foram cultivadas em frascos do tipo erlenmeyer
(Corning, EUA) ou spin tube (TPP AG, Suica), agitados a 180 rpm (6rbita de 2,5 ou 5 cm) e
mantidas em incubadora a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO.. A diluicédo
das células foi feita a cada 3-4 dias, quando foi feito ajuste da concentracao de células viaveis

e adicdo de meio fresco.

Tabela 4: Linhagens celulares utilizadas na etapa de otimizagdo do processo de transfec¢do. As células
foram mantidas em condic@es controladas, sendo diluidas a cada 3-4 dias.

Linhagem celular Meio de cultivo Suplemento
BHK-21 TC-32A 2 8 mM L-glutamina ©
CHO.K1 TC-LECC? 8 mM L-glutamina ©
CHO.K1 HEK TF 2 8 mM L-glutamina ©

HEK293-3F6 SFM4Transfx ° 4 mM L-glutamina ©

a: Xell AG, Alemanha, b: GE Healthcare, EUA, c: Sigma-Aldrich, EUA.

Apos definicdo do protocolo de transfeccdo, a ser descrito na secdo 4.2, celulas
HEK?293-3F6 foram adaptadas do meio de cultivo SFM4Transfx para o meio de cultivo HEK
TF e, a partir deste momento, todos os experimentos foram realizados neste meio de cultivo e

com esta linhagem celular parental.

A adaptacdo ao meio HEK TF foi feita de forma gradual, visto que, a cada diluigéo,
ajustou-se a concentracao celular para 1 x 10° células viaveis/mL e substituiu-se 25% do meio
condicionado por HEK TF. Desta forma, a porcentagem do meio de cultivo original,

SFMA4Transfx, foi diminuindo gradualmente, com adaptacéo progressiva das células HEK293-
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3F6 ao meio HEK TF. Considerou-se que as células estavam adaptadas ap6s 14 dias sendo
cultivadas em 100% de meio HEK TF.

4.1.1. Criopreservacao e descongelamento de células

O procedimento foi iniciado com a centrifugacdo da suspensdo celular (200 x g,
5 minutos, temperatura ambiente). Apos isso, 0 sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas no respectivo meio de cultivo adicionado de 10% (v/v) de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich, EUA), o qual atua como agente crioprotetor. A ressuspensao de
células foi feita de forma que a concentracdo final em cada criotubo (Corning, EUA) fosse de,
aproximadamente, 107 células viaveis/mL. Posteriormente, os criotubos foram mantidos por
24h em ultrafreezer a -80 °C em recipiente contendo isopropanol e, finalmente, foram
transferidos para tanques contendo nitrogénio liquido, onde foram armazenados na fase de

vapor (-135 °C) até o momento de descongelamento, ou foram mantidos em ultrafreezer.

Para o descongelamento, retirou-se o criotubo do nitrogénio liquido ou do ultrafreezer
e colocou-se 0 mesmo em banho termostatico a 37 °C, mantendo-o nesta temperatura até que
ocorresse completo descongelamento da suspensdo celular. Feito isto, a suspensdo foi
transferida para um tubo falcon contendo 5 mL de meio de cultivo previamente aquecido a
37 °C e foi feita centrifugacdo para remocdo do DMSO. O sobrenadante foi descartado e
ressuspendeu-se as células em meio fresco a 37 °C, de forma que a concentracdo final fosse de,

aproximadamente, 0,5 x 10° células viaveis/mL.

4.2. Geragao das linhagens recombinantes produtoras de VLPs de Zika

4.2.1. Construcdes génicas

Baseando-se na sequéncia gendmica da cepa do virus Zika (ZIKV) isolada no Brasil em
2015 (cepa BeH819966, GenBank #KU365779), diferentes construcdes génicas relacionadas
as proteinas estruturais pré-membrana (prM) e envelope (E) foram desenhadas. As construcdes
prM-E continham a sequéncia selvagem de prM e variantes da sequéncia de proteina E
(selvagem, com mutagdo ou na forma quimérica), sendo flanqueadas por diferentes peptideos
sinal (Figura 6). Todas as construgdes foram sintetizadas na empresa GenScript (Estados

Unidos) e clonadas no vetor de expressao pClneo (Promega, Estados Unidos), o qual contém o
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promotor do citomegalovirus e um cassete de selecdo de transfectantes estaveis baseado no
gene da neomicina fosfotransferase, que confere resisténcia ao antibidtico G418 sulfato.

leccl: SPJEV E-ZIKV (80%)
lece2: SPJEV E-ZIKV (80%)
lecc3: © SP3 E-ZIKV (80%) E-FV2 (20%)
lecc4:  SP3 prM E-ZIKV (80%) o
lecc5: | SPwt prtM E-ZIKV

lecc6: = SP.3 E-ZIKV

lecc7: = SP.7 E-ZIKV

lecc8: = SP.8 E-ZIKV

lecc9: = SP9 prt™M E-ZIKV

lecc10: SP10 prtM E-ZIKV

leccmut:  SP3 prM E-ZIKV.FLmut

Figura 6: Construcdes de ZIKV baseadas nas proteinas estruturais prM e E. O peptideo sinal (SP, sigla
do inglés signal peptide) do virus da encefalite japonesa (JEV) e outros peptideos sinal desenhados pelo
grupo do Laboratério de Cultivo de Engenharia Celulares (COPPE/UFRJ) foram avaliados. As
sequéncias de proteina E avaliadas foram quiméricas, onde 20% da porc¢ao C-terminal do virus Zika foi
substituida por 20% da parte C-terminal de JEV ou do virus da encefalite de Murray Valley (MVE)
(lecc1-3) ou baseadas na sequéncia selvagem da cepa BeH819966 do ZIKV (lecc5-10). A sequéncia de
proteina E da construcdo leccmut também foi baseada na cepa BeH819966, com excecdo dos
aminoacidos 106 e 107 presentes no loop de fusdo, os quais foram substituidos por um residuo de
asparagina. A construcdo lecc4 também € de origem quimérica, considerando que os aminoacidos da
regido ancora da proteina E de Zika foi substituida pela respectiva sequéncia do MVE.

4.2.2. Avaliacdo inicial da producéo de VLPs por transfecgdo transiente

De forma a avaliar inicialmente a producéo de particulas pseudovirais, transfectaram-se
células HEK293-3F6 com o DNA plasmidial referente as construcbes leccl-lecc4. Para isso,
centrifugou-se a suspensdo celular (200 x g, 5 minutos, temperatura ambiente) e ressuspendeu-
se no meio de cultivo SFM4Transfx, ajustando-se a concentragdo celular para 1 x 10°
células/mL. Apos isso, transfectou-se a suspensdo celular em frascos do tipo spin tube. Para
cada mililitro de suspenséo, utilizou-se 0,5 g de DNA e 1uL de Lipofectamina 3000, conforme
as recomendacdes do fabricante. Aproximadamente 48h ap6s a transfeccdo, amostras do
sobrenadante celular foram retiradas para avaliagdo da producgdo transiente de particulas
pseudovirais. As amostras foram centrifugadas (200 x g, 5 minutos, temperatura ambiente) e
analisadas posteriormente por imunoensaio do tipo spot blot (a ser descrito na secdo 4.6.3).
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Como controle negativo da transfeccdo, utilizou-se protocolo semelhante ao descrito
anteriormente, com excecdo de que substituiu-se a adicdo de DNA plasmidial por &gua ultrapura

estéril. Todas as condi¢bes foram avaliadas em duplicata bioldgica.

4.2.3. Definicdo do protocolo de transfeccéo

A producdo de particulas pseudovirais foi avaliada em diferentes linhagens celulares
hospedeiras e, para isso, transfectaram-se células BHK-21, CHO.K1 e HEK293-3F6 com a
construcdo génica lecc3. Além de investigar a expressdo de particulas por tais linhagens,
avaliou-se o uso de diferentes combinagdes de meios de cultivo, de forma a definir o protocolo

de transfec¢do mais adequado (Tabela 5).

Tabela 5: Linhagens celulares, reagentes de transfec¢do e meios de cultivo utilizados para definigdo do
protocolo de transfecgdo. As linhagens foram cultivadas em seus respectivos meios até o inicio do
processo de transfecgdo, quando foram centrifugadas e ressuspendidas no meio a ser avaliado.

Linhagem celular Reagente de transfeccdo  Meio de cultivo utilizado
hospedeira na transfeccao
BHK-21 Lipofectamina 3000 HEK TF
Lipofectamina 3000 HEK TF (TC-32A)
CHO.K1 Lipofectamina 3000 HEK TF
Lipofectamina 3000 HEK TF (TC-LECC)
Lipofectamina 3000 SFMA4Transfx

Lipofectamina 3000 SFMA4Transfx (+ HEK FS)
HEK293-3F6 TransIT®-2020 SFM4Transfx

jetPEI® SFMA4Transfx

Antes do inicio do protocolo de transfeccdo propriamente dito, células BHK-21,
cultivadas em TC-32A, foram centrifugadas e ressuspendidas em meio HEK TF, ajustando-se
a concentrac&o celular para 1 x 10° células/mL. Em uma das condigBes, manteve-se as células
em HEK TF apo0s a transfeccdo e na segunda condicdo foi realizada troca de meio,

centrifugando-se e ressuspendendo-se a suspensdo celular em TC-32A 6h apos a transfeccao.



28

No que se refere a células CHO.K1, cultivadas nos meios TC-LECC e HEK TF, ambas
foram transfectadas em HEK TF. No caso de células CHO.K1 mantidas em TC-LECC, foi
necessaria centrifugacdo inicial para trocar o meio original por HEK TF e, 6h apds a
transfeccdo, nova centrifugacao para transferéncia para TC-LECC. Células cultivadas em HEK

TF tambeém foram centrifugadas e ressuspendidas em meio fresco antes do inicio da transfecgéo.

A linhagem HEK?293-3F6, originalmente cultivada em SFM4Transfx, foi transfectada
neste meio de cultivo. Utilizou-se Lipofectamina 3000 como reagente de transfeccdo em todas
as condicOes avaliadas até este momento. Posteriormente, a transfec¢édo de células HEK293 foi
avaliada quando utilizados outros reagentes de transfecco: TransIT®-2020 (Mirus Bio, EUA)
e jetPEI® (Polyplus-transfection SA, Franga), ambos utilizados conforme recomendagdes dos
fabricantes. Investigou-se, ainda, a adicdo do suplemento nutricional HEK FS (Xell AG), de

acordo com as recomendaces do fabricante, 4h ap0s a transfeccao.

Para iniciar o protocolo de transfec¢éo, realizou-se procedimento semelhante ao descrito
na secdo 4.2.2. A suspenséo celular foi centrifugada e ressuspendida no meio de cultivo a ser
avaliado, como citado acima. Apds isso, fez-se ajuste da concentracdo celular para 1 x 10°
células/mL e transferiu-se para placas de 24 pocos profundos (deep well plates, DWP) (Porvair
Sciences, Reino Unido) ou tubos agitados (spin tubes). Em todas as condicGes avaliadas,
utilizou-se 0,5 pg de DNA por mililitro de transfeccdo. A proporcdo DNA/reagente de
transfeccdo variou conforme o reagente utilizado, respeitando-se as recomendagfes do

fabricante.

Para confirmar a producdo de particulas pseudovirais secretadas, analisou-se amostras
de sobrenadante centrifugadas por spot blot. Todas as condi¢Ges foram avaliadas em duplicata

bioldgica.

4.2.4. Geracgdo de populagdes produtoras de particulas pseudovirais de forma

estavel

Utilizando-se o protocolo definido em ensaios anteriores, baseado no uso do reagente
de transfeccdo TransIT®-2020, transfectaram-se células HEK293-3F6 com as construgoes
génicas lecc3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e mut em placas de 24 pocos profundos (DWP). Neste momento,
as células HEK?293 ja haviam sido adaptadas ao meio HEK TF e a transfec¢éo e cultivo foram

realizados neste meio. Aproximadamente 48h apds a transfeccdo, realizou-se contagem de
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células e transferiu-se a suspensdo celular para tubos agitados. Em seguida, diluiu-se a
suspensdo celular em meio fresco, de forma que a concentragdo final fosse ajustada para
1 x 108 células/mL. Além disso, adicionou-se 100 pg/mL de G418 sulfato (Gibco, EUA) para

promover a selecdo de células que haviam incorporado os genes heterélogos em seu genoma.

As populac@es celulares geradas foram mantidas em cultivo por cerca de 6 semanas na
presenca do agente de sele¢do (G418 sulfato). Para isso, as células foram mantidas em frascos
do tipo spin tube e diluidas a cada 3-4 dias, ajustando-se a concentracdo celular para

0,8 x 108 células/mL e fazendo-se a adicdo de meio de cultivo fresco e do antibiotico de selegio.

Amostras do sobrenadante foram coletadas periodicamente, centrifugadas e
armazenadas a 4 °C para posterior confirmacdo da producdo de particulas pseudovirais por
imunoensaio do tipo spot blot. Bancos celulares foram preparados 30 dias ap0s a transfeccéo.
Estudos cinéticos para comparacdo das diferentes populacdes geradas foram realizados (se¢éo
4.4).

4.3. Enriquecimento de populages estaveis produzindo VLPs de Zika

De forma a enriquecer as populagdes estaveis em subpopulacdes com niveis de
producdo mais elevados, aproximadamente 200 x 108 células viaveis foram marcadas com o
anticorpo monoclonal 4G2 (MAB10216, Merck, EUA), biotinilado in house com o kit EZ-
Link™ Sulfo-NHS-Biotin (Thermo Scientific, EUA), e com o fluor6foro streptavidin, R-
phycoerythrin (SA-PE) (Invitrogen, EUA). O anticorpo 4G2 foi escolhido para ser utilizado
neste ensaio pois reconhece uma regido conservada presente na proteina E de diferente

flavivirus, incluindo o virus Zika.

Para iniciar o protocolo, realizou-se contagem de células e transferiu-se o volume de
suspensdo celular suficiente para se obter 200 x 10° células viaveis para tubo falcon de 50 mL.
A suspensdo foi entdo centrifugada (400 x g, 5 minutos, temperatura ambiente) trés vezes,
lavando-se a suspensao com tampéo fosfato salino (PBS) contendo 2% (m/v) de albumina de
soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, EUA) apos cada centrifugacdo. Apos a ultima lavagem,
ressuspenderam-se as células em 1 mL de solugdo de lavagem e transferiu-se 10% do volume
para tubo falcon de 15 mL, onde adicionou-se 10 mL de meio HEK TF para dilui¢do das células
e armazenou-se em banho de gelo (controle negativo). O restante da suspensao
(aproximadamente 900 uL) foi incubada com 4G2 biotinilado (1:100) por 20 minutos em banho

de gelo. Apos isso, lavou-se a suspensdo celular trés vezes com solucdo de lavagem,
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centrifugando a suspensdo celular a cada lavagem. Em seguida, realizou-se incubagdo com as-
PE (1:300, concentracdo final de 3 pg/mL) por 15 minutos em banho de gelo, protegido da luz.
Ao fim da incubacdo, lavou-se a suspensdo celular trés vezes com solucdo de lavagem e
ressuspendeu-se as células em meio HEK TF com solucdo de penicilina/estreptomicina
(Hyclone, EUA), de forma que a concentragdo celular final fosse de, aproximadamente, 10’
celulas/mL. A suspenséo foi mantida em banho de gelo até inicio da anélise por FACS, sendo
esta etapa realizada no CENABIO/UFRJ.

No que se refere ao isolamento de células produtoras, utilizou-se o citdmetro de fluxo
FACSAria™ Ilu (BD Biosciences, Estados Unidos) e iniciou-se o procedimento utilizando
células ndo marcadas (controle negativo) para configurar o equipamento, definindo-se os gates
para que apenas células viaveis, ndo grumadas (singlets) e com nivel de fluorescéncia acima do
controle negativo fossem coletadas. Apos isso, células marcadas foram utilizadas para isolar
aquelas que apresentaram sinal de fluorescéncia mais elevado (cerca de 0,3% da populagédo
total), as quais foram coletadas em tubos falcon de 15 mL contendo 5 mL de HEK TF, solugéo
de penicilina/estreptomicina e 1% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, EUA). Em seguida a
coleta, centrifugou-se a suspensdo e ressuspendeu-se em meio HEK TF suplementado com
0,5% (v/v) de SFB e penicilina/estreptomicina, de forma a obter concentracdo final de, ao
menos, 0,3 x 10° células/mL. Diluiu-se a suspensdo celular a cada 3-4 dias, até que se

obtivessem células suficientes para preparo de banco celular.

A adicdo de SFB e penicilina/estreptomicina ao meio utilizado na diluicdo das células
(HEK TF) foi interrompida uma semana ap0s o procedimento de enriquecimento.
Sobrenadantes de células produtoras ndo enriquecidas e enriquecidas foram avaliados por
imunoensaio do tipo spot blot para comparar a producéo de particulas pseudovirais. Além disso,
estudos cinéticos para investigar o crescimento celular e a producdo de particulas pseudovirais

foram realizados em frascos agitados.

4.4. Avaliacédo das populagdes recombinantes em frascos agitados

Com o0 objetivo de avaliar o desempenho e a estabilidade das linhagens celulares
estaveis produtoras de particulas pseudovirais de Zika, experimentos em frascos agitados foram

realizados.
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4.4.1. Estudos cinéticos: batelada e pseudoperfusao

Ensaios em batelada e pseudoperfusdo (PP) foram realizados para avaliar o
comportamento celular das diferentes populagdes transfectadas em tubos agitados, com volume
inicial de 15 mL. As popula¢des produtoras das construcdes lecc3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e mut foram
avaliadas em modo batelada. A populacdo lecc3 enriquecida teve seu crescimento investigado

nos modos batelada e semi-continuo (pseudoperfusao).

Foram inoculados frascos com 0,5 x 10° células/mL em meio HEK TF e amostras foram
retiradas diariamente para avaliar crescimento celular, viabilidade, consumo de glicose,
concentracdo de lactato e para determinar a concentracao de particulas pseudovirais ao longo

do experimento. Todas as condi¢des foram avaliadas em duplicata bioldgica.

No caso da pseudoperfusdo, duas estratégias de alimentacdo diferentes foram aplicadas,
ambas com inicio no dia 4 do experimento, quando o volume dos frascos foi ajustado para
10 mL. A partir do dia 4, a suspensao celular foi centrifugada diariamente (200 x g, 5 minutos,
temperatura ambiente) para promover a retengéo celular, e entdo foi feita a troca de meio. Na
primeira estratégia de pseudoperfuséo, uma alimentacao em degraus foi aplicada de acordo com
a demanda celular por glicose: 0,5 vvd quando a concentra¢do de glicose no momento da
amostragem era maior que 2 g/L; 0,75 vvd para concentracdo entre 1 e 2 g/L; e 1 vvd quando
menor que 1 g/L. A segunda estratégia de pseudoperfusdo baseou-se na troca constante de 1
vvd de meio a partir do dia 4.

4.4.2. Avaliacdo da estabilidade da producéo de VLPs por populacgdes estaveis

De forma a avaliar a estabilidade da producéo, as populages transfectadas previamente
(protocolo descrito na se¢do 4.2.4) foram mantidas em cultivo na presenga do agente de selegéo
de 48h até 6 (construcbes lecc5, 6, 7, 10 e mut), 14 (construcdo lecc9) ou 20 semanas

(construcéo lecc3 e lecc3 enriquecida) apos a transfeccao.

Durante este periodo, os cultivos celulares foram diluidos a cada 3-4 dias, quando fez-
se ajuste da concentragao celular para 0,8 x 10° células/mL e troca do meio condicionado por
meio fresco contendo 100 pg/mL de G418 sulfato. Para a populagdo HEK293-lecc9, a partir da
décima primeira semana apos a transfec¢do, uma parte das células foi mantida na presenca do

agente de selecdo e outra parte na auséncia deste composto. Para células HEK293-lecc3, foi
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feita a retirada do agente de selecdo a partir da semana 16. Para isso, a suspenséo celular foi
separada em diferentes frascos nas semanas 11 e 16 para as populacBes referentes as
construcdes lecc9 e lecc3, respectivamente, e, a partir de entdo, células diluidas foram

cultivadas em HEK TF com e sem adi¢édo de G418 sulfato.

Semanalmente, fez-se a retirada de amostras de sobrenadante celular, as quais foram

centrifugadas e armazenadas a 4 °C para posterior analise por imunoensaio do tipo spot blot.

4.5. Producéo de particulas pseudovirais de Zika em biorreator do tipo tanque agitado

Apbs avaliacdo de células HEK293-lecc3 (enriquecida) em pseudoperfusdo, realizou-se
ensaio em biorreator de tanque agitado operado em modo perfuséo, utilizando o sistema
XCell™ ATF-2 (Repligen, EUA) como equipamento de retencdo (Figura 7).

O biorreator (ez-Control, Applikon Biotechnology, Holanda) foi inoculado com
0,5 x 108 células/mL em meio HEK TF, sendo o cultivo mantido a 37 °C, pH 7,1 e teor de
oxigénio dissolvido em 40% da saturacédo do ar. O controle automatico de dO foi feito por meio
da injecdo de ar no inicio da corrida por um aerador macroporoso do tipo L (drilled hole
sparger), até que as células atingissem 2-3 x 10° células/mL, e entdo iniciou-se a injecdo de
oxigénio puro, a uma vazdo maxima de 0,25 L/min. A partir deste momento, além da injecéo
de oxigénio pelo aerador, foi iniciada a injecdo de ar pelo headspace. Um impelidor de pas
inclinadas foi utilizado para controle da agitacdo e manteve-se a velocidade entre 200 e
300 rpm, com volume de trabalho mantido entre 0,9 e 1,1 L. O pH foi controlado por meio da
injecdo de CO2 pelo aerador a uma vazdo maxima de 0,02 L/min e pela adi¢do de carbonato de
sodio 1M.

O equipamento de retengdo celular utilizado, XCell™ ATF-2, teve seu funcionamento
iniciado no dia 2 de cultivo, um dia antes do inicio da perfusdo, quando ajustou-se a taxa de
recirculacdo para 0,7 L/min. A bomba utilizada para recirculacdo foi ajustada ao longo do
cultivo conforme aumento da viscosidade da suspenséo celular, sendo a taxa de recirculagao
méaxima aplicada de 1 L/min. O mdédulo de microfiltragdo utilizado era de polietersulfona,

contendo poros de 0,2 um, limen de 1,0 mm e area superficial de 0,13 m2 (Repligen, EUA).

A perfusdo foi iniciada no dia 3 com uma taxa de troca de meio de 0,35 vvd e foi
aumentada gradualmente até 1,5 vvd, de forma a manter a concentracdo de glicose em,

aproximadamente, 1 g/L durante o estado estacionario (EE). A partir do dia 7 de cultivo,
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iniciou-se uma remocdo controlada de células (cell bleed), de forma a manter a concentragdo

celular em, aproximadamente, 25-30 x 10° células/mL.

As bombas utilizadas para adicdo de meio, coleta de sobrenadante contendo o produto
de interesse (harvest) e remoc¢do controlada de células foram calibradas antes do inicio do
cultivo com auxilio de baldo volumétrico e cronémetro, de forma a montar-se uma curva de
calibracdo compativel com os volumes previstos a serem bombeados durante o experimento.
Além disso, monitorou-se diariamente a massa dos frascos de alimentacéo, coleta e cell bleed
para garantir que as bombas estavam funcionando de acordo com calibracéo prévia e sendo

capazes de manter o volume de trabalho no vaso conforme planejado.

Alimentagdo
Coleta

T

____/

Y

\__/

N~ A

Cell bleed N ®

Figura 7: Desenho esquematico simplificado do sistema utilizado para a produgéo de VLPs de Zika em
biorreator de tanque agitado. Além do vaso principal contendo o0s sensores necessarios (ndo mostrados
no esquema), o sistema conta com bombas peristalticas utilizadas para injecdo de meio de cultivo para
alimentacgdo, coleta de sobrenadante apos recirculagdo pelo equipamento de retengdo celular (XCell™
ATF-2) e para remogdo controlada de células (cell bleed). Além disso, o esquema mostra os frascos
necessarios as operagdes de alimentacdo, coleta e remocao de células Adaptado de CHICO et al. (2008)
e NIKOLAY et al. (2018b).

4.6. Ensaios analiticos

4.6.1. Quantificacdo de células viaveis e totais

A contagem de células foi realizada utilizando o contador automatico Vi-CELL XR
(Beckman Coulter, EUA) ou com camara de Neubauer ao microscopio optico. Em ambos 0s
casos, a quantificacdo celular baseia-se no método de exclusdo do corante azul de tripan, o qual
permite avaliacdo da concentracdo de células viaveis e totais e da viabilidade celular. Quando
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necessario, a suspensao celular foi diluida em PBS antes da quantificacdo. A viabilidade celular

foi dada pela relacéo entre células viaveis e células totais, conforme Equacéo 5.

R concentracao de células viaveis
Viabilidade (%) = — - — x 100 (5
concentragao de células totais

Onde:
Concentracdo de células viaveis: Xy

Concentracdo de células totais: Xt

4.6.2. Quantificacao de glicose e lactato

As concentracGes do substrato glicose e do metabolito lactato foram feitas utilizando o
analisador bioquimico YSI 2700 Select Biochemistry Analyzer (YSI Inc., EUA), o qual
emprega biossensores (membranas com as enzimas glicose oxidase e lactato oxidase) para
realizar a medicdo. Sempre que necessaria a quantificacdo, amostras da suspensao celular foram
coletadas e centrifugadas (200 x g, 5 minutos, temperatura ambiente) antes da leitura no

equipamento. Para cada leitura, utilizou-se 25 pL de sobrenadante livre de células.

4.6.3. Andlise da producéo de particulas pseudovirais de Zika

A anélise da producéo de particulas pseudovirais foi realizada por imunoensaio do tipo
spot blot, o qual baseou-se na aplicacdo de 3 puL de amostras de sobrenadante centrifugado em
membrana de nitrocelulose de 0,2 um de tamanho de poro (Vita Scientific, EUA). Apos
aplicacdo das amostras, aguardou-se a secagem completa da membrana e realizou-se bloqueio
em tampao Tris salino (TBS), contendo 0,05% (v/v) de Tween 20 (Sigma-Aldrich, EUA) e 5%
(m/v) de leite desnatado em p6 (Molico, Brasil) por 2h.

Posteriormente, incubou-se a membrana com o anticorpo monoclonal 4G2
(MAB10216, Merck, EUA) por 1h, o qual reconhece uma regido conservada do loop de fusédo
de flavivirus e foi usado como anticorpo primario (dilui¢do 1:8000), seguido de incubacéo por

45 minutos com anticorpo anti-mouse conjugado a HRP (sigla do inglés horseradish
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peroxidase), na diluicdo 1:10000 (A16011, Invitrogen, EUA). Alternativamente, utilizou-se
soro de camundongos imunizados com plasmideo contendo prME de ZIKV como anticorpo
primario (diluicdo 1:50) em imunoensaios onde o sobrenadante de células transfectadas com a
construcdo leccmut foi avaliado. Os anticorpos foram diluidos em tampdo TBS-T (TBS
contendo 0,05% (v/v) de Tween 20) com 0,5% (m/v) de leite desnatado. Todas as incubacdes
foram realizadas a temperatura ambiente e sob agitacdo e, entre as referidas etapas de
incubacgédo, a membrana foi lavada com TBS-T por 5 minutos sob agitagéo.

A ligacdo do anticorpo a proteina E das particulas pseudovirais foi revelada por
quimioluminescéncia com o reagente de deteccdo ECL™ Prime (GE Healthcare, EUA), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. A leitura foi realizada com auxilio do equipamento
FluorChem E (Protein Simple, EUA).

Como padrédo positivo, utilizou-se a proteina de envelope de Dengue (concentracao
estoque: 670 pg/mL, Prospec, Israel) em diferentes concentracdes. A quantificacdo dos sinais
obtidos por densitometria foi realizada com auxilio do software ImageJ (National Institutes of
Health, EUA).

4.7. Calculos utilizados nos experimentos

Os célculos utilizados nos experimentos de batelada e perfusdo foram feitos com base
nas equacdes descritas por CHICO et al. (2008) e LAGES (2015).

4.7.1. Batelada

A velocidade especifica de crescimento na fase exponencial (Hexp) foi determinada pelo
método integral, ajustando a Equacéo 6 aos dados de Xy e t pelo método de regresséo disponivel
em Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation, EUA). A fase exponencial foi considerada
no intervalo de tempo no qual a equagdo mostrou bom ajuste aos dados, com coeficiente de
determinacdo (R?) proximo de 0,99, uma vez que isto indica padrdo exponencial de
crescimento. Xy(o) € a Xv no tempo zero, que corresponde ao ponto inicial da fase exponencial.
Em outras palavras, p foi determinada como o expoente da equagéo exponencial. O tempo de

duplicacdo (tq) foi calculado através da Equacéo 7.

Xy = Xy(0) . e Hexp t (6)
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tg = — (7)

Em relacdo a formacdo de produto, definiu-se a produtividade especifica ou taxa
especifica de formacao de produto pelo método integral, a partir do ajuste da Equacao 8 por
regressdo linear aos dados de concentragdo de produto (P) versus integral de células viaveis
(ICV), sendo qgp o coeficiente angular da equacdo desta reta. Esta equacdo é valida

considerando-se que gp é constante em um dado intervalo de tempo.

P=7¢q, xICV  (8)

A ICV é definida na Equacdo 9, onde a integracdo numérica foi realizada pelo método

31
1

dos trapézios, onde “i” representa o nimero da amostra experimental ¢ “n” é o nimero total de

amostras.

t S Xy + Xy,
ICV = f XU dt = Zw X (tl - ti—l) (9)
t

o i=0

4.7.2. Perfusao

Complementando as equacdes ja descritas acima, descreve-se abaixo aquelas utilizadas
no processo em perfusdo. Para determinar a taxa especifica de crescimento com maior precisao,
€ necessario monitorar 0s volumes de meio de cultivo adicionado (entrada) e de coleta e cell
bleed que sdo retirados do biorreator (saida), o que foi feito coletando-se tais correntes em
frascos posicionados sobre balangas. A vazédo de alimentacdo foi determinada por balango de
massa de acordo com a Equacéo 10, na qual Q é a vazdo de fluido (L/dia) na alimentacdo (Qa),
na coleta (Qc) e no cell bleed (Qy). Para realizar este célculo, é necessario que o volume do

biorreator seja constante.

Qa=Qc+Qb C))
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A taxa de diluicdo (D) empregada nos processos de pseudoperfusdo e perfuséo, que

representa o volume de meio fresco adicionado por volume de trabalho por dia (vvd) é dada
pela Equacdo 3, descrita anteriormente.

O calculo da taxa especifica de crescimento obtida no experimento em perfusdo foi
realizado pelo metodo diferencial aplicando a Equacéo 11, valida para volume constante. D¢ é

a taxa de diluicdo da coleta e Dy, do cell bleed (dia™).

AXv -
.——+ a .Dc+ Db (11)
% t

|-

=
IR
S

A qp foi calculada conforme descrito na Equacdo 12 e a produtividade volumétrica (Pv)

de acordo com a Equagdo 13. Para célculo de Py, utilizou-se a média de Xy e gp para os dias 10

a 29 de cultivo (estado estacionario).

=
IR
< -
X
!

Pv(perfusio)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo de diferentes linhagens celulares hospedeiras para expressao de particulas

pseudovirais de Zika e defini¢cdo do protocolo de transfec¢cio

Com o objetivo de obter linhagens celulares expressando particulas pseudovirais de
forma constitutiva e secretando-as para o meio de cultivo, diferentes construcfes génicas
contendo as sequéncias das proteinas estruturais prM e E foram desenhadas (Figura 6). O
desenho das construcdes foi feito com base em dados da literatura que evidenciam que
sequéncias quimeéricas, obtidas por substituicdo dos dominios ancora e transmembrana da
proteina E de flavivirus (20% da parte C-terminal de E) pela sequéncia correspondente do virus
da encefalite japonesa (JEV) ou por alteragcdes apenas na regido ancora de E, levaram a uma
melhor secrecdo das particulas pseudovirais de diferentes flavivirus (CHANG et al., 2003;
PURDY e CHANG, 2005).

Adicionalmente, CHANG e colaboradores (2003) mostraram que 0 uso do peptideo
sinal de JEV levou a aumento na secre¢do de prM e E de flavivirus e, por isso, decidiu-se avaliar
também peptideos sinal das sequéncias selvagem de JEV e Zika, além de peptideos inovadores
propostos por pesquisadores do Laboratorio de Engenharia de Cultivos Celulares (LECC) com
base na literatura e em simulacbes de eficiéncia de clivagem utilizando o site
http://www.predisi.de/index.html, numerados de 3 a 10 (SP3-SP10). Desenhou-se, ainda, a
construcdo leccmut, contendo mutacdo em dois aminoacidos do loop de fusdo localizado no
dominio Il da proteina E (G106R e L107D). O loop de fusdo é altamente conservado em
flavivirus e tais mutacbes visaram evitar reacdes de reconhecimento cruzado, caso as VLPs

sejam usadas para producao de uma vacina ou para fins diagnosticos.

De formaa iniciar o estudo da producéo de VLPs de Zika in vitro, avaliou-se a expresséo
transiente das construcbes prM-E leccl-lecc4 por células HEK293-3F6. Neste estudo
preliminar, células cultivadas em SFM4Transfx foram transfectadas com a mistura DNA-
lipofectamina 3000 e, 48h ap0s este procedimento, foi feita analise da expresséo de VLPs por
spot blot (Figura 8).

Observou-se que a expressdo transiente das construcdes quiméricas leccl-lecc3 foi
similar 48h apos a transfeccdo e que células transfectadas com o DNA plasmidial referente a
construcdo lecc4 ndo apresentaram expressao detectavel de VLPs. Ressalta-se que a diferenca

entre as construcgdes lecc3 e lecc4 é que, na Ultima, alterou-se apenas a sequéncia do dominio
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ancora, enquanto na construcao lecc3 substituiu-se também a regido transmembrana. De acordo
com este resultado e com o fato de o uso do peptideo sinal e da regido C-terminal de E de JEV
terem sido patenteados por CHANG (1998), decidiu-se utilizar a construcdo lecc3 para avaliar

a expressao de VLPs por outras linhagens hospedeiras e para definicdo do protocolo de

transfeccao.
Ctrl+ mondmero E . . Ctrl -
(100 pug/mL) :
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Figura 8: Spot blot em membrana de nitrocelulose para avaliagdo da secre¢do de particulas pseudovirais
de Zika por células HEK293-3F6, utilizando o anticorpo monoclonal 4G2 como anticorpo primario.
Como controle positivo, utilizou-se proteina E de Dengue na concentragdo de 100 pg/mL. Transfecgdo
transiente com células HEK293-3F6 em tubos agitados, utilizando a mistura DNA-Lipofectamina 3000
na propor¢do 0,5 pug de DNA para 1 pL de lipideo por mililitro de suspensdo transfectada.

De forma a determinar a linhagem celular mais adequada para a producéo in vitro de
VLPs de Zika, investigou-se a expressao de tais particulas por células BHK-21, CHO.K1 e
HEK293-3F6. Estas linhagens foram selecionadas pelo fato de serem conhecidas por apresentar
niveis satisfatorios de expressdo de proteinas recombinantes e/ou de producdo de particulas
virais. Assim, tais linhagens foram transfectadas com a construcéo lecc3, utilizando diferentes

condicdes (Tabela 5).

De acordo com informacdes do fabricante dos meios de cultivo TC-LECC e TC-32A,
comercializados para a finalidade de manutencdo do crescimento celular, poderia ocorrer
interferéncia de componentes de tais meios no protocolo de transfec¢do e/ou na deteccéo de
VLPs por imunoblot. Além disso, 0s meios citados ndo seriam o0s mais indicados para
protocolos de transfecgdo. Desta forma, testou-se transfectar células BHK-21 e CHO.K1 no

meio HEK TF, o qual foi desenvolvido para uso em protocolos de transfeccéo.

A avaliacdo com células CHO.K1 (Figura 9) indicou que, apesar de baixa, houve maior
secrecdo de VLPs quando a suspensdo celular foi mantida em meio HEK TF, confirmando a
hipdtese de que o meio TC-LECC poderia interferir no protocolo de transfeccdo e/ou nos
ensaios de spot blot, visto que ndo foi detectada qualquer secrecdo de VLPs para células
cultivadas em TC-LECC. De qualquer forma, observou-se menor secre¢do de VLPs por células
CHO.K1 em relacdo aos resultados obtidos anteriormente para células HEK293.
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No que se refere a células BHK-21, observou-se discreta secre¢éo de VLPs na condicao
onde células foram mantidas em HEK TF ap06s a transfeccéo (Figura 10). J& na condi¢do onde
as células foram ressuspensas em TC-32A apo6s a transfeccdo, ndo foi detectada secrecdo de
VLPs, como observado anteriormente com células CHO.K1 (nenhum sinal detectado para

células ressuspensas em TC-LECC).

Ctrl+ monomero E
(100 png/mL) ’ ‘ Ctrl -
TC-LECC - HEK TF L l
—TC-LECC Adaptada em HEK TF

Figura 9: Deteccéo por spot blot da secre¢éo transiente de VLPs por células CHO.K1 quando cultivadas
em diferentes meios de cultivo. Setas indicam o fraco sinal detectado para a condigdo onde as células
foram cultivadas e transfectadas em HEK TF e assim mantidas até o fim do experimento. Como controle
positivo, utilizou-se proteina E de Dengue na concentracao de 100 pg/mL. O anticorpo monoclonal 4G2
foi utilizado como anticorpo primario.

De acordo com protocolos de transfeccdo do fabricante do meio HEK TF (Xell AG),
poderia ser realizada troca de meio 2-4h ap6s o procedimento de transfeccdo, havendo
interiorizacdo dos complexos lipidio-DNA em periodo mais curto do que o indicado para troca
de meio. Desta forma, acredita-se que a troca de meio 6h ap6s a transfeccdo nao tenha tanta
influéncia na menor secrecdo de VLPs detectada por spot blot, sendo mais importante a

interferéncia de tais meios no ensaio de deteccéo.
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Figura 10: Deteccdo por spot blot da producdo de VLPs de Zika por células BHK-21. Ambas as
condicbes foram transfectadas em meio HEK TF, sendo que em um dos casos as células foram
ressuspendidas no meio de crescimento 6h apds a transfeccéo (resultado do lado direito, canto inferior).
Como controle positivo, utilizou-se proteina E de Dengue na concentracao de 100 pg/mL. O anticorpo
monoclonal 4G2 foi utilizado como anticorpo primario.

Ap0s avaliacdo dos resultados obtidos, constatou-se que células HEK293 foram capazes
de secretar VLPs com maior eficiéncia, o que condiz com a literatura que indica que tal

linhagem se apresenta como uma plataforma robusta e bem estabelecida para a producgéo de
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virus, vetores virais e particulas pseudovirais. Ressalta-se, inclusive, que tal linhagem tem sido
utilizada na expressdo de VLPs dos virus da raiva, HIV e influenza em modo de operacédo
continuo, acoplando-se o biorreator a diferentes equipamentos de retencdo celular, como filtros
acusticos e filtros rotatorios (FONTANA et al., 2015, FUENMAYOR et al., 2018, VENEREO-
SANCHEZ et al., 2017). Adicionalmente, pelo fato de VLPs de Zika serem envelopadas e de a
membrana da célula hospedeira ser utilizada durante a montagem e secrecdo de tais particulas,
0 uso de uma linhagem celular humana resultaria em VVLPs mais semelhantes a particulas virais

produzidas no organismo humano em caso de infec¢do (LUA et al., 2014).

Desta forma, ensaios subsequentes avaliaram o uso de diferentes reagentes de
transfeccdo: Lipofectamina 3000, TransIT®-2020 e jetPEI®. Além disso, testou-se a adi¢do do
meio concentrado HEK FS 4h apds a transfecc¢do. De acordo com o resultado obtido (Figura
11), é possivel observar que o reagente TransIT®-2020 (condigdo 3) seria mais indicado para a
transfeccdo de células HEK293 em meio HEK TF, visto que levou a maior secrecdo de VLPs,
principalmente quando comparou-se tal resultado as condigdes transfectadas com
Lipofectamina 3000. Observa-se, ainda, que a adi¢do de meio concentrado (condigéo 2) ndo
levou a aumento na secrecdo de VLPs. Assim, definiu-se que o protocolo para geracdo de

populacdes estaveis produtoras de VLPs seria baseado na condicao 3.
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Figura 11: Confirmagdao por spot blot da producéo de VLPs de Zika por células HEK293-3F6 utilizando
os reagentes de transfeccéo Lipofectamina 3000 (1) e (2), TransIT®-2020 (3) e jetPEI® (4). Na condigéo
2, adicionou-se HEK FS 4h apo6s a transfec¢do. Como controle positivo, utilizou-se proteina E de
Dengue na concentracdo de 100 pg/mL. O anticorpo monoclonal 4G2 foi utilizado como anticorpo
primario.
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5.2. Geracdo de linhagens celulares estaveis produtoras e avaliagdo da producdo de VLPs

até seis semanas apos a transfeccao

Ap0s defini¢do do protocolo de transfec¢do, foi iniciada a investigagdo da producéo de
VLPs de diferentes construcbes por células HEK293-3F6. Desta forma, transfectou-se a
linhagem celular hospedeira com as construcdes lecc3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e mut para comparar a
secrecdo de VLPs formadas por sequéncias de proteina E selvagem (lecc 5-10), quimérica
(lecc3) e com mutacdo no loop de fusdo (leccmut), assim como para avaliar a influéncia de

diferentes peptideos sinal.

O resultado da expressao transiente (48h apds a transfeccdo) de VLPs presentes no
sobrenadante de células HEK293 é mostrado na Figura 12, podendo-se constatar que as
construgdes lecc7-10 levaram a maiores niveis de producdo em comparagdo as construcdes 3,
5 e 6. Comparando-se as construcdes que contém a sequéncia nativa de E (lecc5-10), verificou-
se que dos cinco peptideos sinal propostos pelo LECC/COPPE/UFRJ, quatro deles (lecc7-10)
proporcionaram concentracdes de VLPs secretadas maiores do que o peptideo sinal nativo
(lecc5). Apenas o peptideo sinal referente a construcdo leccé resultou em menores
concentracdes de VLPs no sobrenadante do que o peptideo sinal nativo de ZIKV. Realizando-
se, ainda, uma comparacdo entre a expressao transiente das construcgdes leccl e 2 (Figura 8), as
quais possuem peptideo sinal de JEV propostos por CHANG (1998), com lecc 3, pode-se
observar que a lecc3 teve expressdo similar a leccl e maior que lecc2. Visto que as outras
construcdes avaliadas transientemente apresentaram expressao de VLPs maior ou igual a lecc3
(Figura 12), confirma-se o potencial dos peptideos sinal propostos pelo grupo do
LECC/COPPE/UFRJ.

Comparando-se lecc3 e lecc6, as quais apresentam o mesmo peptideo sinal, mas ha
variagdes na sequéncia da proteina E, verifica-se que 0 uso da versdo quimerica desta proteina
parece aumentar a producdo de VLPs secretadas, o que esta de acordo com a literatura que usou
a regido terminal de E de JEV para desenvolver suas quimeras (CHANG, 1998; CHANG et al.,
2003; PURDY e CHANG, 2005).
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Figura 12: Imunoensaio do tipo spot blot para avaliagdo da secrecéo de diferentes construgdes de VLPs
por células HEK293-3F6. Proteina E de Dengue foi utilizada como controle positivo (25 pg/mL). Soro
de camundongos imunizados com plasmideo contendo prME de ZIKV como anticorpo primario
(diluicédo 1:50).

Aproxidamente 48h apo6s a transfeccdo, adicionou-se G418 sulfato as populacdes
transfectadas, dando-se inicio a selecdo de células que expressavam VLPs de forma estavel
(Figuras 13A e 13B). Durante o periodo de selecdo, pode-se observar que as popula¢es passam
por uma fase de baixissima viabilidade celular, com significativa diminuicdo na concentracdo
de células viaveis presentes, quando sao selecionadas as células que integraram o DNA exdgeno
de forma estavel. Cerca de 6 semanas ap0s o inicio do cultivo na presenca do agente de selecéo,
as células transfectadas ja haviam se recuperado e apresentavam viabilidade na faixa de 84 a
96%, sendo foram consideradas estaveis.

O monitoramento da producédo de VVLPs nos sobrenadantes das populagdes transfectadas
também foi realizado, confirmando a expressdo continua das particulas até 6 semanas apos a
transfeccdo para todas as construces avaliadas (Figura 13C). E possivel observar a variagio na
producdo transiente de VLPs entre as diferentes populacdes (Figura 12), refletindo a
importancia dos diferentes peptideos sinal utilizados nas construcdes. A observacdo da
importancia dos peptideos sinal para a producao de VLPs de flavivirus foi feita por CHANG
(1998) e CHANG e colaboradores (2001; 2003) em diferentes trabalhos, sendo relatada a

influéncia de tal sequéncia ndo s6 na quantidade, como na qualidade das particulas produzidas.

Destaca-se ainda que, exceto para amostras retiradas 1 semana apés a transfeccdo,
guando as células passavam por uma crise em consequéncia do inicio do uso do agente
marcador de selecédo e apresentavam densidade celular e viabilidade muito baixas, variagdes
nos sinais detectados ao longo do tempo para uma mesma populacéo foram minimas, refletindo
apenas oscilagdes na concentracdo de células viaveis e na viabilidade, decorrentes do processo

de selecdo de células estaveis.
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Figura 13: Selegcdo de populacBes de células HEK293-3F6 estaveis produtoras de VLPs de Zika.
Concentracdo de células vidveis (circulos) e viabilidade celular (quadrados) de pools transfectados com
as construcdes lecc3 e 5-7 (A) e lecc8-10 e leccmut (B). (C) Expressdo de VLPs das construcdes lecc3,
lecc5-10 e leccmut entre 1 e 6 semanas pos-transfeccao (p.t.). Proteina E de Dengue foi utilizada como
controle positivo (25 pg/mL). Soro de camundongos imunizados com plasmideo contendo prME de
ZIKV como anticorpo primario (diluicdo 1:50).
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Dentre os poucos trabalhos da literatura que descrevem o cultivo de células de
mamiferos para a producéo de VLPs em perfusdo (FONTANA et al., 2015; FUENMAYOR et
al., 2018; VENEREO-SANCHEZ et al., 2017), nenhum deles é relacionado a flavivirus e
apenas um (FONTANA et al., 2018) foca na expressdo constitutiva de VLPs. No trabalho de
FONTANA e colaboradores (2015), a linhagem celular recombinante foi obtida por meio de
transducdo de células HEK293 com um vetor lentiviral para expressar constitutivamente VLPs
do virus da raiva. A producdo de VLPs foi realizada por meio do cultivo da linhagem
recombinante em biorreator do tipo tanque agitado operado em perfusao, utilizando spin filters
como equipamento de retencdo celular. Testes in vivo confirmaram que as VLPs produzidas
foram capazes de induzir a formacéo de anticorpos neutralizantes e proteger contra o virus da

raiva sem necessidade do uso de adjuvantes.

FUENMAYOR e colaboradores (2015) mostraram 0 uso de processos continuos em
perfusdo para transfectar células HEK293 e expressar VLPs de HIV de forma transiente. Em
tais processos, a transfeccdo foi realizada no proprio biorreator e a coleta do produto foi feita
entre 48 e 96h pds-transfeccdo, utilizando-se um filtro acUstico para reter as células no interior

do sistema.

Ja VENEREO-SANCHEZ e colaboradores (2017) detalharam a expressao induzivel de
VLPs de influenza a partir do cultivo de células HEK293. Primeiramente, 0s autores otimizaram
a producdo de VLPs em frascos agitados e, apés isso, realizaram a producéo de tais particulas

em biorreator do tipo tanque agitado acoplado a um filtro acustico para retencéo celular.

De forma a desenvolver uma plataforma acessivel para o cultivo de altas concentragdes
celulares em perfusdo, um sistema de expressao constitutivo pode apresentar menores custos e
ser vantajoso quando comparado a sistemas de expressdo transientes ou indutiveis. Neste
trabalho, prop6s-se o uso de linhagens celulares recombinantes expressando VLPs de forma
estavel e constitutiva e seu cultivo em biorreatores em modo continuo com reciclo celular
(perfusdo), utilizando o sistema ATF-2 como equipamento de retencédo celular. De acordo com
a pesquisa bibliografica realizada, ndo existem trabalhos na literatura reportando a producéo de

VLPs de forma estavel e constitutiva por meio do cultivo de células HEK293 em perfuséo.
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5.3. Avaliacéo do comportamento celular das populagdes produtoras em frascos agitados
30 dias apos a transfeccéo

Como o objetivo principal deste estudo foi avaliar a producdo de VLPs em biorreatores
de tanque agitado, inicialmente fez-se a investigacdo do comportamento celular das populacdes
estaveis quando cultivadas sob agitacdo em modo batelada (Figura 14). Em geral, o crescimento

celular e o perfil metabolico foi similar para as diferentes populagdes.

Células cultivadas in vitro mostram um padrdo sigmoide de crescimento, que reflete a
adaptacdo da cultura, o condicionamento do ambiente, a disponibilidade de nutrientes e outros
fatores (LEO et al., 2008). No inicio do ensaio cinético de crescimento celular, as células
encontravam-se em uma fase conhecida como fase lag, em que ha adaptacdo ao microambiente
e as condicBes de cultivo, ndo havendo aumento aparente da concentracdo de células viaveis.
Ap0ds este periodo, entre os dias 2 e 5 do cultivo, as células encontravam-se em fase exponencial
de crescimento, isto €, multiplicando-se exponencialmente. A partir do dia 6, a diminuicao da
concentracdo de substratos e o acimulo de metabdlitos inibitérios comecou a afetar o
crescimento celular, de modo que as células entraram em fase estacionaria. Logo em seguida,
iniciou-se a fase de declinio, em que a taxa de morte celular € superior a taxa de proliferacdo
celular, ocorrendo queda da concentracdo de células viaveis e da viabilidade celular, como

observado na Figura 14A.

Em relacdo ao consumo do substrato glicose e a geracdo do metabolito secundario
lactato, observa-se novamente comportamento semelhante entre as populacGes avaliadas
(Figura 14B). Como descrito na literatura, a medida em que a glicose € metabolizada pelas
células, ocorre a formacao de lactato. A diminuigdo de substrato disponivel estimula a mudanca
do metabolismo celular, de forma que o lactato passa a ser utilizado como substrato para gerar
ATP (adenosina trifosfato) intracelularmente, em um comportamento analogo ao que ocorre no
processo de gliconeogénese em hepatocitos humanos (ALTAMIRANO et al., 2013; ZAGARI
et al., 2013). Este fenbmeno é conhecido como shift metabolico e explica a queda da
concentracdo de lactato entre os dias 5 e 6 da cinética.

O meio de cultivo livre de componentes de origem animal utilizado, HEK TF, foi o
mesmo utilizado nas etapas de transfeccdo estavel e manutengdo das populaces e foi capaz de
suportar o crescimento celular nestes experimentos até a concentragdo maxima de
10,3 x 10° células/mL. Pequenas variagdes foram observadas na taxa especifica de crescimento,

porém, em geral, dentro da variacdo do desvio padrdo das diferentes populacdes (Tabela 6). O
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valor médio das diferentes populagGes de 0,49 + 0,02 d! e o tempo de duplicacio médio de
33,8 + 1,2 h"1. A combinacio de altas concentragdes celulares e altas viabilidades celulares

obtidas confirmam que a expressao constitutiva de VLPs de ZIKV ndo foi deletéria as células.
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Figura 14: Perfil cinético do cultivo das populacdes estaveis produtoras de VLPs de Zika em frascos
agitados no modo batelada. (A) Concentracdo de células vidveis (circulos ndo preenchidos) e viabilidade
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celular (quadrados preenchidos) das populacdes estaveis. (B) Concentracdo de glicose (Glc) (circulos
ndo preenchidos) e lactato (Lac) (quadrados preenchidos).

Tabela 6: Concentragdo maxima de células viaveis (X,, . ), taxa especifica de crescimento na fase
exponencial (u.,p,) € tempo de duplicacdo para cada populagdo estavel no experimento de cultivo em
batelada, de acordo com as equacfes 2 e 3.

Linhagem Xo o Mexp (dia™) Tempo de duplicacéo
celular (x106 células/mL) (hh)
HEK?293-lecc3 8,2x0,3 0,48 £ 0,04 349x+29
HEK?293-leccb 10,3+0,3 0,48 £0,01 34,7 0,6
HEK?293-lecc6 8,2x0,8 0,47 £ 0,02 358x1,2
HEK?293-lecc7 7,6 £0,6 0,50 £0,02 336+1,3
HEK?293-lecc8 8,1+£15 0,50 £ 0,03 33,6 £2,0
HEK?293-lecc9 7,4+0,34 0,52 0,00 32,3x0,3
HEK?293-lecc10 9,9+£0,2 0,54 £0,03 310+£18
HEK?293- 79x0,6 0,48 £ 0,04 345+28
leccmut

O sobrenadante celular das populacdes estaveis foi coletado diariamente durante o
experimento, de forma a comparar o nivel de expressdo das diferentes construcdes de VLPs ao
longo dos dias (Figura 15). De acordo com a analise por imunoensaio spot blot, é possivel
observar que a expressdo de VLPs pelas populacdes HEK293-lecc3 e HEK293-lecc6 nédo foi
detectada. Avaliando-se qualitativamente, a producdo observada para as construcdes lecc7 e
leccmut pode ser considerada intermediaria, visto que foi maior que a detectada para as
construcdes lecc3 e 6 e menor do que a observada para as construcdes lecc5, 8, 9 e 10. Contudo,
devido a mutagdo no loop de fusdo presente em leccmut, estas amostras foram avaliadas em
separado, utilizando-se soro anti-prME de ZIKV para deteccdo e, portanto, uma comparagéo

direta néo é possivel.

Com este ensaio, confirmam-se os resultados obtidos durante a selecdo de populacbes
estaveis de populacBes produtoras de VLPs lecc8, 9 e 10 seriam mais promissoras,
provavelmente devido ao maior potencial dos respectivos peptideos sinal. Entretanto, observa-
se que HEK?293-lecc5 apresentou produgdo comparavel as populagdes citadas anteriormente, o
gue ndo havia sido observado anteriormente (Figura 13C). Além disso, quando se compara a

producdo de VLPs da construgdo lecc7 com lecc8, 9 e 10, a primeira apresenta menor nivel.
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Figura 15: Deteccdo por spot blot de VLPs expressas por diferentes populacdes estaveis cultivadas em
modo batelada. Utilizou-se 0 4G2 como anticorpo primario para deteccdo das populagdes, com excecao
das amostras referentes a populacdo HEK293-leccmut, para a qual a analise por imunoensaio foi
realizada utilizando soro de camundongos imunizados com plasmideo contendo prME de ZIKV como
anticorpo primario (dilui¢do 1:50).

5.4. Selecédo de subpopulac¢des com maior producéo de VLPs por meio do uso de FACS

O vetor pClneo, empregado na transfeccdo das células HEK293-3F6, propicia a
integracdo aleatéria do transgene no genoma das células. Sendo assim, as populacdes
transfectadas sdo caracterizadas por uma heterogeneidade de expressédo, decorrente da posicédo

de integracdo do transgene no genoma de cada célula da populagéo.

Além disso, a linhagem HEK293 ndo possui um sistema de amplificacdo génica eficaz,
como os sistemas CHO-DHFR™ e CHO-GS, disponiveis para plataformas baseadas em células
CHO. Sendo assim, com o objetivo de obter uma subpopulacdo mais homogénea e com maior
producdo de VLPs, empregou-se FACS para selecionar um subconjunto de células altamente
produtoras (SONG et al., 2011).

Conforme verificado por DOWD e colaboradores (2016), as versdes quimérica ou
selvagem da proteina E presentes em construcdes prM-E podem desencadear a geracdo de
anticorpos com diferentes perfis de neutralizacdo e com variadas capacidades de protegéo.
Assim, escolheu-se as populagdes produtoras das construcdes lecc3, composta por proteina E
quimeérica, e lecc9, contendo a sequéncia selvagem da proteina E, para estudos subsequentes de

enriquecimento por FACS nas semanas 21 e 6 apds a transfeccgdo, respectivamente.
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Baseando-se na hipdtese de que proteinas secretadas podem ser encontradas de forma
transiente na membrana celular (BREZINSKY et al., 2003; OKUMURA et al., 2015), as células
foram marcadas com o anticorpo 4G2 biotinilado e, subsequentemente, este foi ligado ao
fluoréforo ficoeritrina conjugada a estreptavidina, de forma a selecionar uma subpopulagéo
com alto nivel de produtividade por meio de citometria de fluxo acoplada a sorter (FACS)

preparativa.

A andlise das populagdes estaveis HEK293-lecc3 e HEK293-lecc9 por FACS confirmou
a heterogeneidade das popula¢es, consideradas estaveis por terem sobrevivido ao processo de
selecdo. Apenas 0,3-0,8% das células apresentaram intensidade de fluorescéncia
expressivamente maior que o controle negativo (células ndo marcadas). Dentre as células desta
subpopulacdo, coletaram-se 150.000-200.000 células em tubos c6nicos e, posteriormente, a
suspensdo foi transferida para placas de 24 pocos profundos ou tubos agitados, de modo a se
realizar a expansao da suspensdo celular e subsequente producdo de bancos de trabalho. A
andlise do sobrenadante coletado antes e apds o0 experimento de sorting permitiu a comparagdo
da producéo de VLPs por células que passaram pelo procedimento ou nao, sendo confirmado o
aumento na deteccdo de VLPs pelas subpopulac6es enriquecidas em células com maiores niveis

de producéo (Figura 16).

De forma adicional a avaliacdo da estabilidade ja mostrada anteriormente (Figura 13C),
monitorou-se a producdo de VLPs das populagdes produtoras das construcoes lecc3 (Figura
16A) e lecc9 (Figura 16C). Células HEK293-lecc3 mostraram producédo similar de VLPs para
amostras de sobrenadante coletadas nas semanas 6 e 21 pds-transfeccdo (p.t.). Parte da
suspensdo celular foi mantida na auséncia de G418 sulfato a partir da semana 16 e, mesmo neste
caso, a producdo de VLPs mostrou-se similar, confirmando a estabilidade da expressao por até
5 semanas na auséncia do agente de sele¢do. Apos o enriquecimento de células cultivadas na
presenca ou auséncia de G418 sulfato, a producdo de VLPs manteve-se similar em ambas as

condigdes.

No caso de células HEK293-lecc9 (ndo-enriquecidas), a expressdao de VLPs foi
monitorada até a semana 14 p.t. e ndo foi detectada diminuicéo no nivel de expressdo. De forma
similar ao procedimento feito para a populagéo produtora da construgéo lecc3, manteve-se parte
da suspenséo celular na auséncia do agente de selecdo a partir da semana 11 e confirmou-se a

estabilidade da producéo.
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Figura 16: Imunoensaio do tipo spot blot confirmando aumento da producédo de VLPs por células que
passaram pelo procedimento de enriquecimento por FACS. O anticorpo monoclonal 4G2 foi utilizado
como anticorpo primario nos ensaios. (A) Células HEK293-lecc3 foram mantidas em cultivo por mais
de 20 semanas ap6s a transfeccdo e pode ser observada producdo de VLPs similar para amostras
coletadas 6 e 21 semanas p.t. Parte da suspensdo celular foi mantida na auséncia do agente de selecdo
(G418) a partir da semana 16 p.t. e, novamente, observou-se expressdo de VLPs similar &s amostras de
6 e 21 semanas p.t., ambas na presenca de G418 sulfato. (B) Expressdo de VLPs obtida por células
HEK293-lecc9 que passaram ou nao pelo enriguecimento. (C) Avaliacdo da estabilidade da expressdo
de VLPs pela populacdo HEK293-lecc9 (ndo-enriquecida) na presenca do agente de selecdo (retangulo
com linha continua). Células mantidas na auséncia do agente de selecdo a partir da semana 11 também
mostram estabilidade na producgéo de VLPs (retangulo com linha pontilhada). Como controle positivo,
utilizou-se proteina E de Dengue em diferentes concentracoes.
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Baseando-se nos resultados obtidos, células HEK293-lecc3 enriquecidas foram
selecionadas para estudos posteriores, com o0 objetivo de desenvolver um processo de produgéo

de VLPs em perfuséo.

5.5. Investigacdo do uso de linhagens estaveis para desenvolver processos de producdo em

modo continuo: avaliagdo em pequena escala

Frascos agitados tem sido utilizados desde o inicio da historia do cultivo de células em
suspensdo. Neste caso, a agitacdo e a aeracdo sdo controlados pela incubadora e o agitador
orbital onde os frascos estdo acondicionados. Dentre os sistemas de cultivo mais utilizados em

modelos scale-down, os tubos agitados ganham destaque (BIELSER et al., 2018).

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes estratégias de alimentagdo no
comportamento de células HEK293-lecc3 (enriquecidas), investigou-se o cultivo de altas
densidades celulares em tubos agitados em modo pseudoperfusdo, de forma a simular uma

perfusdo em menor escala.

Nos ensaios com tubos agitados em pseudoperfuséo, utilizou-se a centrifugacdo para
reter as células e permitir as trocas de meio necessarias para cada estratégia de alimentacao,
simulando a perfusdo de forma intermitente (BIELSER et al., 2018, CARVALHO e
CASTILHO, 2017). Dados da literatura mostram que o uso de frascos agitados pode ser (til na
predicdo do comportamento de células quando cultivadas em perfusdo continua em maior
escala, como em biorreatores do tipo tanque agitado operados em perfusdo (AHUJA et al.,
2015; BETTINARDI, 2016; NIKOLAY et al., 2018a).

Experimentos em tubos agitados foram realizados de forma a testar estratégias de
alimentacdo baseadas na troca de meio de cultivo em degraus, a qual foi feita de acordo com a
demanda celular por glicose, ou de forma constante, onde foi feita troca diaria de 100% do meio
condicionado, ambas iniciadas no dia 4 de cultivo. O objetivo de tal experimento foi avaliar o
efeito da renovacdo do meio de cultivo, acrescentando nutrientes, retirando metabolitos do

ambiente e mantendo as células no frasco de cultivo, na forma de uma perfuséo intermitente.

Como observado na Figura 17A, o crescimento foi substancialmente maior guando
células foram cultivadas em pseudoperfusdo em relagdo aos resultados obtidos para células
propagadas em modo batelada, o que ja € previsto na literatura quando ocorre alimentacéo de
nutrientes ao longo do cultivo (CHICO et al., 2008; WARNOCK e AL-RUBEAI, 2006). Além
disso, foi possivel manter as células com alta viabilidade por mais tempo quando as estratégias
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de alimentacdo foram aplicadas, visto que os nutrientes presentes no meio eram constantemente
renovados com as duas diferentes estratégias de alimentacdo. Entretanto, quando se compara o
crescimento de células alimentadas com as diferentes estratégias nao ha variacao significativa,
especialmente porque as diferencas no volume de meio trocado ficou restrita aos dias 4-7 do
cultivo, quando a concentracdo de glicose no meio ndo foi limitante (> 1g/L) (Figura 17B).
Desta forma, escolheu-se a estratégia de alimentacdo baseada na demanda celular para ser
aplicada no experimento para avaliagdo da producdo de VLPs de Zika em biorreator de tanque

agitado, pois a mesma reduz o desperdicio de meio de cultivo na fase inicial da cultura.

No que se refere a producdo de particulas pseudovirais, tanto a analise qualitativa por
spot blot (Figura 17C) quanto os dados semi-quantitativos obtidos por analise da imagem e
densitometria de tal imunoensaio (Figura 17D), confirmam que os cultivos em pseudoperfusédo
apresentaram um desempenho melhor do que o controle em batelada, atingindo uma
concentracdo de VLPs aproximadamente quatro vezes maior. Considerando os dados semi-
quantitativos, em batelada teria sido alcancada uma concentracdo méxima de VLPs de,
aproximadamente, 22 pg/mL, enquanto atingiu-se cerca de 90 pg/mL em pseudoperfuséo. Estes
resultados indicam que o processo de perfusdo intermitente avaliado (pseudoperfusao) permite
alcancar maiores concentrag¢fes ndo apenas de células vidveis, mas também de produto obtido.
Resultados ainda melhores poderiam potencialmente ser obtidos se fossem realizadas mais
trocas de meio por dia, pois os niveis de glicose ndo chegariam a niveis nulos, como ocorrido
no experimento em questdo (Figura 17B). Assim, acredita-se que uma plataforma baseada no
cultivo de células produtoras de VLPs em modo continuo com retencdo celular (perfuséo)
poderia ser ainda mais vantajoso e fornecer altas produtividades volumétricas, contribuindo
para a viabilidade econdmica de tal produto como candidato a producéo de uma vacina contra

o virus Zika.
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Figura 17: Producédo de VLPs por células HEK293-lecc3 (enriquecidas) cultivadas em tubos agitados
nos modos de operacdo batelada e pseudoperfusdo. (A) Concentracdo de células viaveis e viabilidade
durante o cultivo das células nas diferentes condicGes. (B) Concentracdo de glicose (Glc) e proporcéao
de meio trocado em volume de meio fresco adicionado por volume de trabalho por dia (vvd). As
estratégias de alimentacgdo foram iniciadas no dia 4 e amostras foram retiradas diariamente antes e apds
a realizacdo da troca de meio de cultivo. (C) Spot blot das amostras de sobrenadante coletadas entre 0s
dias 0 e 13 do cultivo, realizado com o anticorpo primario 4G2. (D) Concentragdo de VVLPs obtida para
células cultivadas em batelada ou em pseudoperfusdo, determinada por meio de analise de imagem e
densitometria do spot blot mostrado em (D).
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5.6. Corrida em biorreator operado em perfusédo para producéo de VLPs

A avaliacdo inicial do uso de biorreatores de tanque agitado para producgéo de VLPs de
Zika envolveu o uso do sistema ATF-2, o qual promove a retencdo celular por filtracdo
tangencial alternada, permitindo a completa retencédo de células e, idealmente, a ndo retengéo
de produto no interior do biorreator. Embora nao tenha sido reportado na literatura 0 uso do
ATF para VLPs, um sistema de perfusdo baseado no uso do ATF como equipamento de
retencédo foi descrito por NIKOLAY e colaboradores (2018b) como uma plataforma eficiente

para a producdo do virus Zika nativo a partir de células BHK-21 infectadas.

O sistema ATF-2 foi iniciado no dia 2 de cultivo, um dia antes do inicio da perfusao
propriamente dita, para confirmar que seu funcionamento ndo prejudicaria o crescimento e a
viabilidade das células. Nao foram observados efeitos negativos no comportamento de células
HEK?293-lecc3 (enriquecidas), indicando que a tensdo de cisalhamento promovida no interior
do médulo de microfiltracdo ndo foi deletéria e ainda contribuiu para a diminui¢do da agregacéo
celular. Entretanto, apesar de as particulas pseudovirais terem, aproximadamente, 50 nm de
tamanho e o poro do médulo de microfiltracdo do ATF-2 usado ser de 0,22 um, foi observado
aumento da retencdo de produto no biorreator ao longo do cultivo, principalmente a partir do
dia 15 de cultivo (Figura 18C). Embora NIKOLAY e colaboradores (2018b) ndo tenham
observado a retencdo do virus Zika ao usar 0 mesmo equipamento de retencéo, os resultados do
experimento revelam a coleta reduzida de produto em relacéo ao que foi, de fato, produzido.

De acordo com dados mostrados na Figura 18C, a concentracdo de VLPs dentro do
biorreator atingiu um pico no dia 12 e teve queda progressiva até o fim do cultivo. Visto que
este experimento foi inoculado com células com alto nimero de passagem e a estabilidade de
producdo para esta linhagem so foi demonstrada até a semana 21 pos-transfecgéo, estudos
adicionais sdo necessarios para comparar células com diferentes idades in vitro. A concentracdo
méaxima de VLP no biorreator foi de, aproximadamente, 90 ug/mL no dia 12, mas espera-se
alcancar concentracdes maiores quando se utilizar um equipamento de retencao celular que néo

promova retencdo de produto e uso de células com menor nimero de passagens.

No que diz respeito ao crescimento celular, devido ao fato de células HEK293
apresentarem alta demanda por oxigénio e para evitar a limitacdo do mesmo, decidiu-se iniciar
a remocdo controlada de celulas quando a concentragdo celular atingiu, aproximadamente,
25 x 10° células/mL (Figura 18A). Desta forma, iniciou-se um estado estacionario com cell
bleed no dia 7, de modo que a taxa de bleed utilizada era equivalente a taxa especifica de
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crescimento (l), mantendo-se, assim, a concentracdo celular entre 25 e 30 milhGes de células
por mililitro. Durante a fase do cultivo operada em modo batelada, até o dia 4, a taxa especifica
de crescimento foi comparavel aquela obtida para células cultivadas em frascos agitados, como

esperado.

A taxa de perfusdo € um parametro chave para o desempenho do processo. Em geral,
para que seja possivel economizar meio de cultivo e diminuir custos de producéo, além de
maximizar a concentragdo de produto, o ideal é operar o biorreator com a menor taxa especifica
de perfusdo (do inglés cell specific perfusion rate, CSPR) possivel (BIELSER et al., 2018;
CASTILHO, 2015). Conforme mostrado nos experimentos em pseudoperfusdo, a estratégia de
alimentacdo em degraus, baseada na alimentacdo de meio conforme a demanda celular, pode
ser utilizada e, assim, reduzir os volumes de meio aplicados durante o cultivo. Desta forma, a
taxa de perfusdo no experimento em questdo foi reajustada diariamente de acordo com a
demanda celular, de forma a manter a concentracdo de glicose em torno de 1 g/L (Figura 18B).
Entretanto, neste estudo aplicou-se uma taxa de perfusdo de 1,5 vvd, que corresponde a uma
CSPR de, aproximadamente, 50-60 pL/célula/dia, a qual é maior do que a CSPR considerada
Otima na literatura (CASTILHO, 2015). Estudos adicionais objetivando a otimizacdo da
estratégia de alimentacéo e do meio utilizado pode levar a um processo gue requeira menor uso

de meio de cultivo, contribuindo para a redugéo de custos.
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Figura 18: Producdo de particulas pseudovirais de Zika por células HEK293-lecc3 (enriquecidas) em
perfusdo. (A) Concentracao de células vidveis (circulos) e viabilidade durante o cultivo em biorreator.
(B) Concentrag@es de glicose (circulo preto) e lactato (quadrado cinza) e taxa de perfusdo (vvd) durante
a corrida em perfusdo, dada em volume de meio fresco por volume de vaso por dia. (C) Concentracdo

de VVLPs medidas no biorreator (quadrados) e na coleta (circulos) em termos de proteina E. Os resultados
confirmam a retengéo do produto no interior do biorreator devido ao uso do sistema XCell™ ATF-2.

Como mostrado na producdo de VLPs de outros virus (FONTANA et al., 2015;
FUENMAYOR et al.,, 2018, VENEREO-SANCHEZ et al, 2017) e de produtos
biofarmacéuticos em geral (CLINCKE et al., 2013; VOISARD et al., 2003), processos em
perfusdo permitem a obtencdo de produtividade mais elevada em comparacdo com aqueles
operados em modo batelada ou batelada alimentada. Os resultados aqui apresentados

confirmam que a tecnologia de producdo em perfusdo utilizando linhagens celulares
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transfectadas de forma estavel, expressando as VLPs de forma constitutiva, representa uma
plataforma promissora para a produgdo de vacinas e mostra melhoria de resultados quando
comparada a outros modos de operacao avaliados neste trabalho (Tabela 7). Adicionalmente, a
estratégia desenvolvida neste trabalho pode ser facilmente aplicada para a producao de outras
construcdes de VLPs de Zika, assim como para a producédo de VLPs de outros flavivirus que
circulam nas Américas e que tém sido expressas em nosso laboratério, como VLPs dos virus

da Febre Amarela, Dengue 1-4, encefalite de Saint Louis, 1lhéus, Cacipacoré e Oeste do Nilo.

Tabela 7: Comparacdo da concentracdo maxima de células viaveis (X mary): CONCENtracao maxima de

produto obtida (P,,s,) € produtividade volumétrica maxima (P,) obtidas a partir do cultivo de células
HEK2I3-lecc3 (enriquecidas) em batelada, pseudoperfusao e perfusdo.

Parametro Batelada Pseudoperfuséo (degraus) Perfuséo
X iy (X 10° células/mL) 11,3 37,4 30,7
P (Mg/mL) 21,9 89,1 91,3
B, (mg/L/d) 34 - 25,0

Visto que foi observada retencdo do produto decorrente do uso do ATF-2, acredita-se
que a avaliacdo de outros equipamentos de retencdo celular deve ser realizada. VOISARD e
colaboradores (2003) salientam que processos em perfusdo dependem de equipamentos de
retencdo celular que permitam a eficiente remocao de metabdlitos e a troca de meio a taxas que
suportem as elevadas concentragéo celular e produtividade. Para isso, 0 equipamento deve atuar
propiciando a minima perda de células viaveis e ndo causando danos as mesmas. Pelo fato de
cada processo produtivo utilizar linhagens celulares e condices diferentes, o estudo do
equipamento de retencdo deve ser realizado caso a caso. Até os dias atuais, equipamentos
utilizando diferentes principios de separacdo como tamanho, densidade, carga elétrica,
constante dielétrica e propriedades de superficie ja foram avaliados e, assim, poderiam ser
candidatos a substituir o ATF em uma plataforma para producdo de VLPs de flavivirus
(CARVALHO e CASTILHO, 2017; CASTILHO e MEDRONHO, 2008; VOISARD et al.,
2003).
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se afirmar que foi possivel
gerar linhagens celulares estaveis produzindo VLPs de Zika de forma constitutiva e, ainda,
comprovar a estabilidade da expressdo por até 14 semanas, sem indicios de quaisquer efeitos
deletérios as células produtoras. Baseando-se nos experimentos operados em batelada,
observou-se que as linhagens estaveis geradas, quando cultivadas no meio quimicamente

definido HEK TF, atingem até, aproximadamente, 11 milhdes de células por mililitro.

De forma a aumentar a concentracdo de células e a producdo de VLPs, avaliou-se o
cultivo em pseudoperfusdo de células HEK293-lecc3 enriquecidas por meio da selecdo de uma
subpopulacdo por FACS e obtiveram-se elevadas concentracdes de células viaveis (cerca de
40 x 10° células/mL) em decorréncia da adicio de nutrientes e remocdo de metabdlitos
secundarios do ambiente celular. A concentracdo celular e producdo de VLPs obtidas foram,
aproximadamente, quatro vezes maior em compara¢do ao cultivo da mesma linhagem em

batelada, confirmando o potencial de processos em perfuséo para producao destas VLPs.

Por fim, foi realizado o estudo do comportamento de células HEK293-lecc3
(enriquecidas) em biorreator do tipo tanque agitado operado em modo continuo com reciclo
celular (perfusdo). Uma das estratégias de alimentacdo previamente avaliada em frascos
agitados operados em pseudoperfusdao foi aplicada com sucesso, mostrando que € possivel
utilizar uma estratégia em degraus baseada na demanda celular para suprir tais células

nutricionalmente.

A investigacdo do sistema XCell™ ATF-2 como equipamento de retencdo celular
mostrou que as tensdes de cisalhamento ocasionadas pelo uso do equipamento ndo levaram a
gueda na viabilidade celular, a qual se manteve acima de 90% durante quase 30 dias. Entretanto,
foi observada retencdo de produto no interior do biorreator, indicando que o moédulo de
microfiltracdo utilizado estaria impedindo a permeacdo completa das VLPs para a corrente de
filtrado (perfundido).

Todavia, acredita-se que células produtoras de VLPs de Zika e de outros flavivirus ja
produzidas no laboratério possam ser cultivadas em biorreatores de tanque agitado operado em

modo perfusdo, desde que se faca uso de outros equipamentos para retencao celular. Para tal
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mudanga na plataforma de producdo, sugere-se estudar outros equipamentos de retencao celular

para realizar a perfuséo.

Adicionalmente, de forma a diminuir os custos de producdo, sugere-se o estudo da
reducdo da taxa especifica de perfusdo (CSPR), permitindo um menor consumo de meio de

cultivo.

Para buscar aumento da produtividade, é interessante que se avalie futuramente,
preliminarmente em pequena escala, o efeito de estratégias como uso de temperaturas
subfisioldgicas e adicdo de substancias que promovam aumento da producdo, como &cidos
graxos de cadeia curta, a citar-se os acidos butirico e valérico. Ambas as estratégias, adotadas
anteriormente no LECC/COPPE/UFRJ, foram capazes de aumentar a produtividade de células
CHO produtoras de Fator VIl recombinante (LAGES, 2015) e podem trazer melhorias também
quando aplicadas a producdo de VLPs por células HEK293.

Por fim, as estratégias a serem otimizadas para a producéo de VLPs devem ser validadas
em biorreatores do tipo tanque agitado, estabelecendo assim uma plataforma passivel de

ampliacédo de escala para a producgéo de VLPs.

De forma complementar, deve-se comprovar que as VLPs produzidas pela tecnologia

proposta sdo capazes de gerar resposta imune in vitro.

Em resumo, foi mostrado neste trabalho que linhagens celulares estaveis e processos em
perfusdo trazem perspectivas promissoras para o desenvolvimento de tecnologias de producgéo
em larga escala e com boa relacdo custo-beneficio para a producdo de VLPs de diferentes
flavivirus, de modo que o desenvolvimento de processos otimizados e de linhagens estaveis

produzindo outras VLPs deve ser avaliado em trabalhos futuros.
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Abstract

Zika virus (ZIKV) was first detected in Brazil in 2015 and then rapidly spread to more than 80
countries in Africa, Asia and the Americas. ZIKV infection was correlated with severe
congenital malformations in newborns from infected mothers, as well as Guillain-Barré
syndrome in adults. Although the number of infected people has declined in the affected
countries lately, the development of a vaccine for ZIKV is of great importance to avoid the
future resurgence of the virus in endemic areas or the future spread to currently non-endemic
regions. Among many different platforms currently under study, virus-like particles (VLPSs) are
a promising alternative to the development of vaccines, since tridimensional particles
mimicking the virus — but lacking its genome — can be produced and present the antigen in a
repetitive way, potentially eliciting robust immune responses. In this work, we demonstrated
the generation of stably transfected HEK293 cells constitutively expressing Zika VLPs. Our
results show that the use of a stirred-tank perfusion bioreactor using XCell™ ATF-2 as a cell
retention device represents a feasible system for the production of Zika VLPs. Small-scale
shake flask studies using a cell pool enriched by FACS-aided sorting showed that daily medium
exchange enhances significantly the viable cell density and VLP production (~4-fold) over
batch cultures. Further enhancements were achieved by carrying out ATF-based continuous
perfusion in a controlled bioreactor — in spite of continuous dilution of the bioreactor, maximum

titer was higher than in small-scale.
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1. Introduction

Zika virus belongs to the Flaviviridae family, genus Flavivirus. It was first isolated from
Rhesus monkeys in Uganda, Africa, in the 1940’s [1]. A first major outbreak was reported in
2007 in Yap Island, Micronesia, although some human infections have been reported before
[2,3]. In 2013, a large outbreak occurred in French Polynesia and evidence was gathered,
suggesting that ZIKV could cause Guillain-Barré syndrome in infected adults [4,5]. In 2015, a
much larger outbreak started in Brazil and it was proven that the infection caused by the virus
in pregnant women can lead to serious congenital malformations [6,7]. Thus, due to the serious
impacts that ZIKV infection could potentially generate, the WHO (World Health Organization)
declared it in February 2016 as a Public Health Emergency of International Concern [8].
Nowadays, there is evidence of transmission of vector-borne ZIKV in 84 countries, territories
or subnational areas and more than 50 ZIKV vaccine candidates are being studied [9,10,11].

Virus-like particles are three-dimensional structures, constituted by recombinant
structural proteins of the virus, lacking the viral genome and displaying a repetitive surface
pattern that is able to trigger immunogenicity [12,13,14]. Two different works have shown that
immunization of mice with different Zika VLPs constructs led to efficient induction of
neutralizing antibodies, revealing the potential of VLPs as a vaccine candidate [15,16].

The structural proteins prM (premembrane) and E (envelope) were chosen to express
our Zika VLP candidate, since it has been shown for flaviviruses that these proteins are enough
for the self-assembly of the VLPs in vitro [17] and that epitopes recognized by protective
neutralizing antibodies are mainly within protein E [18].

Thus, the possibility of developing stable cell lines producing VLPs represents a
platform that could potentially enable the manufacturing of an affordable vaccine, overcoming
the high costs of DNA and transfection reagents related to the production of recombinant

proteins and VVLPs in large scale by transient transfection. Moreover, stable expression enables
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the use of continuous perfusion processes, which can be operated at high cell densities and at
steady state, providing a stable and optimal environment for the cells and, thus, allowing
improvements in process productivity, reducing costs and ensuring high product quality

[19,20,21].

2. Materials and methods
2.1. Cell line development and culture conditions

Based on the genome sequence of a ZIKV strain isolated in Brazil (strain BeH819966,
GenBank #KU365779), different prM-E gene constructs, flanked by different signal peptides
and containing wild-type, mutated or chimeric sequence variants of the E (envelope) protein
were designed (Figure 1). These constructs were cloned into the pClneo vector (Promega,
USA), which contains a CMV promoter to drive transgene integration and a neomycin
resistance cassette to enable selection of stable transfectants, and transfected into the
suspension-adapted HEK293SF-3F6 cell line (NRC, Canada). Transfection was performed in
24-deep well plates (Porvair Sciences, UK, or Thomson Instrument Company, USA) at a
density of 1 x 10° cells/mL, using 0.5 pug/mL of plasmid and 1.5 pL/mL of the transfection
reagent TransIT®-2020 (Mirus Bio, USA), in HEK TF medium (Xell AG, Germany).
Approximately 48h post-transfection, cells were diluted in fresh HEK TF medium to the final
concentration of 1 x 10° cells/mL, and 100 pg/mL of G418 sulfate (Gibco, USA) was added to
promote selection of stably transfected cells. Cell pools were diluted twice a week during 6
weeks under the presence of the selection pressure (G418 sulfate). Supernatant samples were
taken periodically to confirm VLP production by immunoblot assay. During the whole process
of cell line development and maintenance, cells were cultivated in HEK TF medium in shake
flasks (Corning, USA), spin tubes with vented caps (TPP AG, Switzerland) or 24-deep well

plates, shaken at 180 rpm (25 or 50 mm orbit size). Flasks were kept in a humidified incubator
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at 37°C and 5 % CO». Cell count was performed using a Vi-CELL XR cell counter (Beckman
Coulter, USA) or a Neubauer chamber, both based on the trypan blue exclusion method. When
necessary, glucose and lactate concentrations were measured using a YSI 2700 Select

Biochemistry Analyzer (YSI Inc., USA).

2.2. Analysis of VLP production

The analysis of VLP production was performed by immunoblot technique based on the
application of 3-puL samples of centrifuged supernatant (200g, 5 minutes, room temperature)
onto a nitrocellulose membrane (Vita Scientific, USA). The monoclonal antibody 4G2
(MAB10216, Merck, USA), which is able to recognize the conserved fusion loop of the E
protein of flaviviruses, was used as a primary antibody (1:8,000), followed by incubation with
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated donkey anti-mouse antibody (1:10,000) (A16011,
Invitrogen, USA). Binding of antibody to the E protein of the VLPs was visualized via
chemiluminescence with ECL™ Prime detection reagent (GE Healthcare, USA). Dengue
envelope protein (Prospec, Israel) was used as a positive control in different concentrations,
allowing the quantitation of E proteins forming the VLPs using ImageJ densitometry analysis

software (National Institutes of Health, USA).

2.3. Enrichment of stable cell pools producing Zika VLPs

In order to enrich cell pools for high-producer subpopulations, approximately 200 x 10°
viable cells were stained with 4G2 antibody biotinylated in house using EZ-Link™ Sulfo-NHS-
Biotin kit (Thermo Scientific, USA) and streptavidin-PE (Invitrogen, USA). After incubation
with biotinylated 4G2 for 20 minutes on ice bath, cells were washed three times with phosphate-
buffered saline (PBS) containing 2% (m/v) of bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich,

USA). Cells were then stained with streptavidin-PE for 15 minutes on ice bath. Stained cells
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showing higher fluorescence signal were collected by FACS (Fluorescent Activated Cell
Sorting) and transferred to 24-deep well plates to a final concentration of 0.5 x 108 cells/mL in
0.3 mL HEK TF medium. Penicillin/streptomycin was added to the medium during the sorting
procedure and for 2 passages thereafter to prevent microbial cell growth. Cell banks of the
enriched cell pools were prepared and kinetic studies to investigate cell growth and VLP
production were performed. Non-stained cells were used as negative control in the FACS runs,
and non-sorted cells were used in immunoblots for comparison with the enriched (sorted) cell

pools.

2.4. Kinetic studies in shake flasks

Batch and pseudoperfusion (PP) studies were performed to assess cell behavior in spin
tubes, using 15 mL as initial working volume. Cells were inoculated at 0.5 x 10° cells/mL in
HEK TF medium and samples were taken daily to evaluate cell growth, viability, glucose
consumption, lactate concentration and also to determine VLP production over time. All
experiments were performed in biological duplicates. In the case of pseudoperfusion, two
different feeding strategies were applied, both starting feeding on day 4, when the volume of
the spin tubes was adjusted to 10 mL. From day 4 on, cell suspension was centrifuged daily
(200g, 5 minutes, room temperature), to promote cell retention, and then medium was
exchanged. In the first pseudoperfusion strategy, a stepwise feeding was performed based on
cell demand for glucose: 0.5 vvd (volume of fresh medium per volume of culture per day) when
glucose concentration upon sampling was higher than 2 g/L; 0.75 vvd if between 1 and 2 g/L;
and 1 vvd when lower than 1 g/L. The second pseudoperfusion strategy was based on constant

medium exchange rate of 1 vvd from day 4 on.

2.5. Perfusion run in stirred-tank bioreactor



78

A perfusion cultivation was carried out in a stirred-tank bioreactor (ez-Control,
Applikon Biotechnology, The Netherlands) fitted with a pitched-blade impeller and using an
alternating tangential flow filtration system (XCell™ ATF-2, Repligen, USA) as cell retention
device. The microfiltration polyethersulfone hollow fiber module for ATF2 system had pore
size of 0.2 um, 1.0 mm of lumen and 0.13 m2 of surface area (Repligen, USA). The lab-scale
bioreactor was inoculated with 0.5 x 108 cells/mL and cultivation was performed at 37°C, pH
7.1 and a dissolved oxygen (dO>) set point of 40% of the air saturation. Automatic control of
dO> was performed by injection of air in the beginning of the run until cell concentration
reached 2-3 x 106 cells/mL, and then injecting pure oxygen through a drilled hole sparger, both
at a maximum rate of 0.25 L/min. Stirring speed was maintained between 200 and 300 rpm,
with a working volume of 0.9-1.1 L.

Perfusion started on day 3 with a medium exchange rate of 0.35 vvd and was gradually
increased up to 1.5 vvd, in order to keep glucose concentration at approximately 1 g/L during
the steady state. Controlled removal of cells (cell bleed) was initiated on day 7 to maintain cell

concentration at approximately 25-30 x 10° cells/mL.

3. Results and Discussion

3.1. Design of different gene constructs and development of stable cell lines

With the final aim of obtaining stable cell lines constitutively expressing and secreting
Zika VLPs, different gene constructs containing the sequences of the structural proteins
premembrane (prM) and envelope (E) were designed (Figure 1). Construct design was partly
based on reports in literature showing that chimeric sequences, obtained by replacement of the
stem and transmembrane domains of the E protein of flaviviruses (20% of the C-terminal end
of E) by the corresponding sequence of the Japanese encephalitis virus (JEV), or by alterations

just in the stem region of E, led to more efficient secretion of flavivirus VLPs [25,26].
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Additionally, the use of the JEV signal peptide had shown to increase secretion of prM and E
of flaviviruses [25,26], so we decided to compare the JEV and ZIKV wild-type signal peptides
to different signal peptides designed in our group (named SP3-SP10). Furthermore, in one of
the constructs, two aminoacids were mutated in the flavivirus conserved fusion loop region of
the E protein to avoid cross-recognition.

(Figure 1)

Mammalian cell lines known for good recombinant protein expression and/or virus
production (CHO-K1, HEK293, Vero and BHK-21) were transfected with the different
constructs, but the highest transient expression level was observed in HEK293 cells, so only
data for this cell line are shown. This result was not surprising, since HEK293 cells are well
established as a robust bioprocess platform for the production of viruses, virus vectors and
virus-like particles. Interestingly, HEK293 cells have been used to produce HIV, rabies and
influenza VVLPs in continuous perfusion mode, coupling the bioreactor to different cell retention
devices, such as acoustic filters and spin filters [22,23,24]. As an additional point regarding
HEK?293 cells, since Zika VLPs are enveloped and the cell membrane of the host cell line is
used during assembly and budding of the VLPs, the use of a human cell line might be an
advantage for this purpose.

Initially, four different constructs (lecc1-lecc4) bearing chimeric E sequences were used
to evaluate VLP production by transient expression in the suspension-adapted HEK293-3F6
cell line. Only the supernatants were analyzed, because our aim was to maximize secreted VLP
production, which can be continuously harvested in the setting of a continuous perfusion
process. In this first part of the study, it was observed that leccl-lecc3 presented similar
transient expression level at 48 hours post-transfection (hpt), and that no VLPs were detected

in the supernatant of cells transfected with lecc4. Lecc3 and lecc4 differ in that in lecc4 the E
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sequence was altered only in the stem region, and not in both the stem and transmembrane
domains as in lecc3 (Figure 2A).

Based on this result and on the fact that the use of the JEV signal peptide and of the JEV
C-terminal portion of E (used in constructs leccl and lecc2) had been patented by Chang [27],
construct lecc3 was chosen for further studies designed to enable a comparison of chimeric to
wild-type and fusion-loop mutated E sequences, as well as of wild-type ZIKV signal peptide to
other different signal peptides designed in our research group (lecc5-10, leccmut). The results
of transient expression (48 h p.t.) of VLPs in the supernatants is shown in Figure 2B. Constructs
lecc7-10 showed higher VLP secretion levels in comparison to constructs 3, 5 and 6. This means
that among the signal peptides designed at our lab, all but one (SP3 in lecc3 and lecc6
constructs) enabled higher secreted VLP concentrations than the ZIKV wild type signal peptide
in construct lecc5.

Approximately 48h post-transfection with constructs lecc3, lecc5-10 and leccmut, G418
sulfate was added to the cultures to select cells stably expressing the VLPs. After 6 weeks under
selection pressure, mock transfected cells had died, and transfected cell pools had viability in
the range of 84-96% and were considered stable. VLP monitoring in the supernatants of
transfected cell pools along 6 weeks post-transfection (wpt) confirmed continued VLP
production in all of them (Figure 2C). The levels of secreted VLPs varied between the different
stable cell pools as observed for the transient expression samples, reflecting the performance of
the different signal peptides used in the gene constructs. Also, except for the samples withdrawn
1 wpt, when cells were undergoing the crisis post-transfection and had very low cell density
and very low viability, variations in detected signal over time for a given cell pool were minor,
reflecting oscillations in viable cell density and viability during the selection process.

It is generally believed for flaviviruses that constitutive expression of VLPs would be

toxic to the host cells, so usually transient or inducible expression methods are used to obtain
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flavivirus VLPs [28]. However, except for a relatively short period approximately 1 wpt, our
data show that cells presented high viability along the 6-week selection phase and thereafter,
indicating that constitutive expression of Zika VLPs was not deleterious to the cells and
disclosing the potential use of this rationale to enable the development of a continuous process
for flavivirus VLP production. Among the few works found in literature using continuous
perfusion cultivation of mammalian cells for the production of VLPs [22,23,24], none of them
is related to flaviviruses, and just one of them [23] focuses on constitutive expression of the
VLPs. However, differently from the present work, which uses a plasmid expression vector,
their recombinant cell line was obtained by lentivirus-based transduction of HEK293 cells to
express rabies VLPs. In the other two works from literature adopting perfusion processes for
VLP production, either repeated transient expression [22] or inducible stable expression [24] is
used. In order to develop an affordable high-cell density perfusion platform, a constitutive
stable expression might have lower costs and be advantageous when compared to inducible or
transient expression systems.

(Figure 2)

Since the aim of this study was to produce VLPs in stirred-tank bioreactors, small-scale
evaluation of the cell pools 6 weeks post-transfection was first performed in batch mode using
spin tubes shaken at 180 rpm. In general, cell growth and metabolic behavior were similar
among the different cell pools. Maximum cell concentration obtained in the cultures maintained
in the animal-component free medium used for both transfection and cell maintenance was 8-
10 x 108 cells/mL (Figure 3). The high cell densities, along with high cell viabilities, confirmed
that the stable constitutive expression of Zika VLPs was not deleterious to the cells.

(Figure 3)
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3.2. Evaluation of cell stability and FACS-aided enrichment of cell pools

In order to evaluate stability of VLP expression, supernatant samples were taken over
time and evaluated by immunaoblot for lecc3 (Figure 4A) and lecc9 (Figure 4C). Lecc3 pools
showed similar VLP production when samples from 6 wpt and 21 wpt were evaluated. Part of
the cell pool had been maintained in the absence of G418 from 16 wpt on, and immunoblot
analysis did not indicate any differences (Figure 4A), confirming stability of expression even 5
weeks in the absence of selection pressure. The cells at 21 wpt (with and without G418) were
additionally submitted to FACS-aided enrichment of high-producers, and expression in both
sorted cell populations (with and without G418) were equivalent. In the case of lecc9, VLP
expression was monitored weekly from 7 wpt to 14 wpt, with no indications of expression loss.
Part of the cell pool had been maintained in the absence of G418 from 11 wpt on (dashed
rectangle in Figure 4C), and immunoblot analysis did not indicate any differences.

Besides stability evaluation, selection of high-producer cells was desired. For HEK293
cells, there is a lack of an effective amplifiable expression system, such as CHO-DHFR™ and
CHO-GS systems. Therefore, it was important to pursue other strategies to obtain cells with
increased productivity, such as the use of FACS to select high producer cells [29]. Since it has
been observed in non-human primates that chimeric and wild-type versions of E contained in
prM-E constructs can elicit the generation of antibodies with different neutralizing profile and
different protective capacity [30], lecc3 cell pool bearing a chimeric E sequence and lecc9 cell
pool bearing a wild-type E sequence were chosen for further studies and were used in FACS
experiments for pool enrichment. Lecc3 and lecc9 cell pools were sorted 21 wpt and 6 wpt,
respectively. For these two constructs, other members of our group purified VLPs and obtained
transmission electron microscopy images that confirmed the expected size and structure of the

VLPs (data not shown).
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Based on the hypothesis that secreted products may be transiently found on the cell
membrane [31,32], cells were stained with a fluorescent marker in order to sort for high-
producer cells using preparative flow cytometry. Sorting of a heterogeneous cell pool that
survived selection (thus expressing the antibiotic resistance gene and considered stable), only
0.3%-0.8% of the cells presented fluorescence intensity clearly higher than the negative control
(non-stained cells) and were gated. From this gate, 150,000-200,000 cells were collected into
tubes before transferring the cell suspension to 24-deep well plates. Cells were expanded under
orbital shaking, and supernatant samples were taken to compare VLP production before and
after cell FACS enrichment. Improved production after sorting was confirmed by immunoblot
both for lecc3 and lecc9 cell pools (Figures 4A and 4B). Based on the immunoblot results, lecc3
cell pool was selected for further studies to develop the perfusion process.

(Figure 4)

3.3. Use of stable pools to develop continuous perfusion studies: small-scale evaluation

In order to evaluate the effect of feeding strategies on the behavior of FACS-enriched
lecc3 cell pool, pseudoperfusion was used as a scale-down model for high cell density
cultivations [33]. Experiments in spin tubes were carried out testing a stepwise daily feeding
strategy, based on the cell demand for glucose, and a constant feeding strategy based on 100%
daily medium exchange, both starting feeding on day 4. As observed in Figure 5A, cell growth
was substantially increased when cells were fed daily compared to batch mode. There was no
significant difference in the behavior of cells fed according to the two different strategies,
especially because differences in the amount of medium fed ended by being restricted to days
4 to 7, when glucose concentration was not limiting (>1 g/L) (Figure 5B). Therefore, the
stepwise strategy based on cell demand was chosen to be applied in the subsequent perfusion

bioreactor experiment.
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Regarding VLP production (Figure 5C), cells grown under both feeding strategies had
a better performance than those grown in batch mode, reaching a VLP concentration
approximately 4-fold higher than the batch control. These results indicate that an intermittent
perfusion process (pseudoperfusion) allows improvements in both cell concentration and
production. Thus, a truly continuous perfusion system could be even more advantageous and
provide high volumetric productivities, contributing to an affordable production of the VLP
vaccine candidate.

(Figure 5)

3.4. Perfusion run using XCell-ATF2 as cell retention device

The initial evaluation of stirred-tank bioreactors to produce Zika VVLPs involved the use
of the ATF-2 system, which promotes cell retention by alternating tangential filtration, allowing
complete retention of the cells and ideally no retention of the product in the bioreactor.
Although no reports in literature have been found regarding the use of ATF for VLPs, an ATF-
based perfusion system has been reported by Nikolay et al. [34] as efficient for the production
of native Zika virus from infected BHK-21 cells.

The ATF system was started on day 2, one day before the beginning of perfusion itself,
to check if there would be any negative effects on cell viability and growth. No negative effects
on enriched HEK?293-lecc3 cell pool behavior in the bioreactor were observed, indicating that
the shear stress levels in the ATF cartridge are not deleterious and might even help decreasing
HEK?293 cell aggregation. However, although Zika VLPs are approximately 50 nm in size and
the pore size of the ATF-2 cartridge used was 0.22 um, and in spite of the successful report for
whole Zika virus [34], we observed a retention of approximately 60% of the VLPs inside the

bioreactor, resulting in poor VLP transmission to the harvest. Maximum VLP concentration
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inside the bioreactor was approximately 130 pug/mL, as compared to approximately 55 pg/mL
in the harvest.

Regarding cell growth, due to the high oxygen demand of HEK293 cells and in order to
avoid oxygen limitations, we decided to start cell bleed when viable cell concentration reached
approximately 25 x 10° cells/mL (Figure 6A). A steady state at 25-30 x 10° cells/mL was kept
from day 7 on, and perfusion rate was recalculated daily according to cell demand, in order to
maintain glucose level around 1 g/L (Figure 6B). The stepwise feeding strategy was successful,
since it decreases medium usage in the beginning of perfusion, as compared with a constant
feeding strategy of 1 vvd, as tested in the small-scale pseudoperfusion studies. Lower medium
usage represents in turn lower medium costs and reduced labor related to medium preparation.

As shown for VLPs of other viruses [22,23,24] and for other biopharmaceutical products
[35,36], perfusion processes enable higher productivities than batch and fed-batch processes.
Our present results confirm that perfusion technology using stably transfected cells
constitutively expressing Zika VLPs is highly promising as a vaccine manufacturing platform.
Moreover, the strategy developed in this work can be easily applied for the production of our
other Zika VLP constructs, as well as for the production of VLPs of other flaviviruses
circulating in the Americas that we have been expressing at our lab, such as Yellow Fever,
Dengue 1-4, Saint-Louis encephalitis, Ilheus, Cacipacore and West-Nile viruses.

(Figure 6)
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4. Conclusions

VLPs are a promising vaccine platform for flavivirus vaccines due to safety and
repetitive presentation of the antigen. Furthermore, VLPs represent the possibility of
incorporating mutations to have customized molecular features, which is very interesting in the
case of flaviviruses, in order to decrease cross-reactivity and the risk of antibody-dependent
enhancement (ADE) of infection, which affect diagnostics and vaccine development.

Stable cell lines and perfusion processes, as proposed in the present work, bring thus
promising prospects for the development of large-scale, cost-effective technologies for

production of vaccines for ZIKV and other flaviviruses.
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Figure 1: ZIKV constructs based on the structural proteins prM and E. Different signal peptides (SP), as
well as chimeric and mutated E protein sequences were evaluated. All sequences were based on a ZIKV

strain isolated in Brazil in 2015 (strain BeH819966).
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Figure 2: Immunoblot using 4G2 monoclonal antibody as primary antibody for confirmation of VLP
production by the different cell pools. Dengue E protein was used as a positive control to assure that E
proteins were recognized effectively by this methodology. (A) First evaluation of VLP transient
expression in HEK293-3F6 cell line using constructs lecc1-lecc4 at 48h post-transfection (p.t.). Samples
from both biological transfection replicates were evaluated. As observed, it was possible to detect
expression of constructs lecc1-lecc3, but no production of lecc4 was visualized. (B) Transient expression
of different VLP constructs at 48h p.t., showing higher expression level for constructs lecc7-lecc10. (C)
VLP expression of constructs lecc3, lecc5-lecc10 and leccmut from 1 week (wk) p.t. until 6 weeks p.t.
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Figure 3: Viable cell concentration (VCD) obtained for the different stable cell pools cultivated in batch
mode. Kinetic study was performed 43 days post-transfection in HEK TF medium. Viability was kept
above 90% until day 7, when nutrient depletion led to a decrease in both viability (data not shown) and
VCD.
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Figure 4: Immunoblot confirming stability in production over time and the increase in VLP production
by cell pools after sorting procedure. All conditions were evaluated in replicates. (A) Non-sorted lecc3
cells were kept for over 20 weeks in culture and it showed similar expression with samples collected 6
weeks (wks) post-transfection (p.t.), indicating stability in VLP production over time. Part of the cell
pool was maintained in the absence of selection pressure (G418) after 16 weeks p.t. (wpt) and VLP
expression was comparable to samples taken 6 wpt and 21 wpt, both in the presence of G418 (line 1).
Samples from sorted lecc3 cells (lines 2, 4 and 5) indicate increased production when compared to
samples from non-sorted cells (line 1). Dengue E protein in different concentrations (dashed rectangle,
lines 2 and 3) was used as positive control. (B) VLP expression obtained by sorted and non-sorted lecc9
cell pools. (C) Evaluation of the stability of VLP expression by lecc9 cell pool (non-sorted) in the
presence of selection pressure (black rectangle). Stability was evaluated only in the presence of selection
antibiotic (G418 sufate) until week 10 post-transfection. Additionally, part of the cell pool was cultivated
in the absence of G418 from week 11 post-transfection on (dashed rectangle) and production showed to
be stable even with no addition of the selection antibiotic. Dilution of samples was carried out to assure
sorted cells were producing more than pre-sorted cell pool. Dengue E protein in different concentrations
was used as positive control.
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Figure 5: Production of VLPs by lecc3 cell pool (sorted) in spin tubes cultivated under batch (blue
circles) and pseudoperfusion modes (black squares - stepwise feeding; grey triangles - constant 1vvd
feeding). (A) Viable cell density (VCD — open symbols) and viability (filled symbols) during the
cultivation of cells. (B) Glucose concentration (Glc) and daily medium exchange rate during the
cultivation. Feeding strategies started on day 4 and samples were taken before and after feed regimen
was performed. (C) VLP concentration referred to reference protein E obtained when cells were grown
in batch (blue circles) or pseudoperfusion modes (black squares - stepwise feeding; grey triangles -
constant 1vvd feeding).
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Figure 6: Production of VLPs by lecc3 cell pool (sorted) in perfusion mode. (A) Viable cell density
(VCD - circles) and viability (squares) during the cultivation of cells. (B) Glucose and lactate
concentrations and perfusion rate medium exchange during the perfusion run, given as volume of fresh
medium per culture volume per day.



