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Resumo:

A crescente procura de biofarmacos complexos (ex. anticorpos e virus) requer o
desenvolvimentos de processos robustos em células de mamifero e requerem elevados padrdes
de qualidade, uma vez que sdo utilizados em terapias humanas. Os produtos biofarmacéuticos
derivados de virus (VBBs) representam um dos fAirmacos com mais potencial e sdo utilizados
em diversas aplicagdes profilacticas, terap€uticas e clinicas como, a vacinagdo, o tratamento do
cancro ¢ a terapia génica. Do ponto de vista de manufacturagéo, a producdo de VBBs apresenta-
se como um dificil desafio devido a sua inerente complexidade.

Os vectores retrovirais sdo um exemplo de um VBB com elevado potencial terapéutico, sendo
uma ferramenta altamente eficiente quer para a transferéncia de genes quer para a apresentagao
de epitopos em vacinac¢do. Contudo, a sua producdo ¢ muito dificil devido a elevada producdo
de virus ndo infecciosos: apenas 1 em cada 100 particulas ¢ infecciosa, gerando virus de
reduzida qualidade [1]. A produgdo de virus defeituosos ¢ ainda agravada quando realizada
utilizando meio sem soro [2]. A razdo PI/PT (Particulas Infecciosas/ Particulas Totais) pode no
entanto ser melhorada alterando, o fendtipo celular utilizando diferentes condigoes de cultura ou
via engenharia genética.

Este mestrado enquadra-se num projecto que se propde a elucidar os constrangimentos na
producdo de virus, para subsequente optimizagdo do fenotipo celular e das condi¢des de cultura.
A estratégia delineada passa pela utilizacdo da gendémica funcional, mais especificamente
transcriptomica, metabolomica e analise de fluxos. Utilizar-se-d0 as células 293 FLEX,
produtoras de vectores retrovirais [3] como modelo, e genémica funcional para comparar a linha
celular mae com a linha celular produtora. O trabalho jé iniciado permitiu elucidar algumas das
alteragGes transcripcionais € metabolicas celulares induzidas pela replicagdo do virus. As vias
bioquimicas identificadas, apresentam-se agora como alvos para proceder a engenharia
metabolica reversa. Esta ultima levarda a obtencdo de fendtipos celulares superiores que
resultardo num melhor processo de manufacturagdo quer em produtividade quer em qualidade
(em termos de eficiéncia bioldgica e seguranca).

Este estagio de mestrado visa a criagdo de novas linhas celulares dando continuidade ao
desenvolvimento e melhoramento das 293FLEX e tendo como objectivo o estabelecimento de
uma linha celular de fenotipo superior, para a producdo de retrovirus em meio sem soro. Serdo
explorados neste estagios alvos para engenharia metabdlica por sobre-expressao de genes ou por
silenciamento de genes utilizando siRNA. As células geneticamente modificadas serdo
caraterizadas metabolicamente ¢ em termos de producdo viral. As condigdes de cultura serdo
optimizadas. Novos alvos para engenharia genética poderao vir a ser identificados.

Os vectores retrovirais constituem um excelente representante de virus de envelope, o que prevé
a aplicacdo do conhecimento resultante deste projecto a outros vectores virais (ex. Lentivirus),
vacinas virais (ex. Influenza) e a VLPs (ex. Retroviral VLPs). O enorme potencial das células
HEK?293, que sdo utilizadas como células produtoras de diversos produtos biofarmacéuticos,
tornam este projecto ndo so cientificamente atraente como tecnologicamente importante.

Este trabalho enquadra-se no ambito do projecto FCT (VIROCELLOME-PTDC/EBB-
BIO/100491/2008).


mailto:avalente@itqb.unl.pt

Metodologias: Cultura de células animais, manipulagdo de vectores retrovirais, real-time RT-
PCR, citometria de fluxo, biologia molecular, analiticos varios.
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Plano detalhado:

Fase I - Aprendizagem das técnicas de manipulagdo de células animais: trabalho em
esterilidade, propagacdo de células, contagem de células, congelamento e descongelamento de
células. Leitura bibliografica sobre o trabalho.

Fase II - Aprendizagem das técnicas especificas a manipulagdo de vectores retrovirais: cultura
de células produtoras de retrovirus em ¢-flask (cultura em monocamada), quantificacdo de
particulas retrovirais totais e infecciosas. Caracterizagao do crescimento celular e produtividade
viral. Andlise do metabolismo energético primario das células pelo consumo de glucose e
glutamina e produgdo dos respectivos metabolitos.

Fase I1I: Aprendizagem das técnicas especificas de biologia molecular e construgdo de vectores
de expressao ou desenvolvimento de sistemas para siRNA. Transfeccdo de células 293 FLEX e
engenharia celular.

Fase VI — Caracterizagdo e comparagdo de varias linhas celulares desenvolvidas: taxas
especificas de crescimento, produtividade viral, perfil metabdlico (transcriptomico), expressao
génica. Caraterizagdo dos vectores retrovirais.

Fase V — Elaboragdo da Tese de Mestrado.

Duracio do estagio: 1 ano a tempo inteiro.
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Numero de estagiarios: 1




