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palavras-chave

Resumo

Pichia  pastoris; scFv  anti-LDL(-);  sorbitol;  glicerol;

Casaminoacidos; FenilMetanoSulfonilFluoreto

Foram avaliadas, em frasco Erlenmeyer e em bio-reactor, as
vantagens da alimentagdo escalonada de fontes de carbono,
glicerol e sorbitol, complementares ao metanol na fase de
inducdo de producdo. A concentracdo maxima do fragmento de
anticorpo monoclonal recombinante scFv anti-LDL(-) obtida apos
120h de tempo de cultivo foi de 148,7 + 18,3 mg.L™ para os
cultivos aos quais foi adicionado glicerol, assim como a
concentracdo celular mais elevada no final do cultivo, de
156 + 1,1 g.L™ Nos estudos realizados em bio-reactor,
observou-se uma taxa especifica de crescimento maxima de
Uma=0,43h™, nas primeiras 6h de cultivo. No final do tempo de
cultivo, foram obtidas concentracdes celulares na ordem dos
30 g.L™. Estudo adicional foi realizado para avaliar a influéncia de
casminoacidos e FenilMetanoSulfonilFluoreto (PMSF) na
producdo de scFv ant-LDL(-). A adicdo de casaminoacidos
revelou-se mais significativa do que a adicdo de PMSF, na

producédo de scFv anti-LDL(-).



keywords

abstract

Pichia  pastoris; scFv  anti-LDL(-);  sorbitol;  glycerol;

casaminoacids; PhenylMethaneSulfonylFluoride

It was studied, in shake flask and bioreactor, the advantages of
mixed feeds of sorbitol or glycerol with methanol in the induction
phase for production of recombinant monoclonal antibody
fragment scFv anti-LDL(-) with Pichia pastoris. The maximum
scFv anti-LDL(-) concentration of 148,7 + 18,3 mg.L* was
obtained for the glycerol feed strategy, as well as the highest cell
density, 15,6 + 1,1 g.L™. In bioreactor, it was observed the
exponential growth phase at first 6h of culture, with a maximum
specific growth rate of pPmax=0,43h™. The highest cell density
achieved was about 30 g.L™. An additional study was performed
to evaluate the influence of casaminoacids and
PhenylMethaneSulfonylFluoride (PMSF) in the production of scFv
anti-LDL(-). In comparison with PMSF, it was observed that
casaminoacids have the most significant influence and its

presence induce a higher protein production.
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1. Introducao

Nas ultimas décadas, os avangos tecnologicos em termos de engenharia de
bioprocessos tém vindo a desencadear elevado interesse na producdo de proteinas
recombinantes e outros bioprodutos. [1] Muitos destes sdo de elevado interesse para a
Industria Farmacéutica devido as suas aplicacdes terapéuticas e no desenvolvimento de
técnicas de diagnostico. Neste sentido, a utilizacdo de sistemas de expressao de proteinas
heter6logas como a levedura Pichia pastoris tem sido cada vez mais estudado. A P.
pastoris possui um sistema de expressao que apresenta inimeras vantagens na producéao de
proteinas heter6logas com aplicacdo terapéutica, nomeadamente os fragmentos de
anticorpos monoclonais scFv, por apresentar maiores rendimentos e menores custos de
producdo quando comparados com outros sistemas de expressdo, como as células animais.
[2]

scFv anti-LDL(-) € um fragmento de anticorpo monoclonal com especificidade pela
LDL(-), molécula responsavel pelo aparecimento da aterosclerose. [3, 4] A sua aplicacdo
no desenvolvimento de técnicas de diagndstico e terapéuticas implica, assim, a necessidade
de optimizacgéo do processo de producao, por P. pastoris.

Desta forma, o objectivo geral deste projecto é o estudo da producédo do fragmento de
anticorpo monoclonal scFv anti-LDL(-) por P. pastoris. De modo a cumprir com este
objectivo, foi realizado um estudo de producéo de scFv anti-LDL(-), em frasco e em bio-
reactor, com alimentacdo escalonada de fontes de carbono (glicerol e sorbitol)
complementares ao metanol na fase de inducéo de producdo. Deste modo, foram avaliados
0S seguintes parametros:

e Crescimento celular
e Producéo de scFv anti-LDL(-)
e Consumo de substrato — glicerol e sorbitol

Foi ainda realizado um estudo de modo a avaliar a influéncia da adicdo de
casaminoacidos (fonte de azoto) e PMSF (inibidor proteolitico) na producdo de scFv anti-
LDL(-).






2. Revisao Bibliografica

2.1. scFv anti-LDL(-)

A aterosclerose € uma doenca crénica da parede arterial que se caracteriza pela
acumulacdo de lipidos e um intenso processo inflamatério e é responsavel por
complicagdes médicas como a ruptura da placa aterosclerdtica, trombose e até enfartes do
miocérdio. [3-6] O evento inicial da doenga consiste na migracdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL — Low Density Lipoproteins) para a parede arterial, induzindo uma
resposta inflamatdria e, por accdo de enzimas e espécies reactivas de oxigénio, a LDL é
modificada. [3-6] A resposta imunoldgica induzida pela presenca da LDL modificada
resulta numa acumulacao excessiva destas e a consequente formacao de células espumosas
e estrias gordurosas. [3-6] A LDL electronegativa - LDL(-) € um dos tipos de LDL
modificada e é apontada como uma das maiores responsaveis pelo aparecimento da
doenca. [3, 4]

Anticorpos recombinantes e fragmentos de anticorpos recombinantes séo utilizados
actualmente em analises imunoldgicas, na imunohistoquimica, e em citometria de fluxo,
para além de poderem ser utilizados em técnicas de diagndstico para deteccdo de doencas,
patdgenos ou toxinas e até mesmo para efeitos terapéuticos, tornando-os de elevado
interesse para a industria farmacéutica. [7-9] A necessidade da criacdo de técnicas de
diagnostico para a prevencdo e controlo da aterosclerose resultou no desenvolvimento de
um fragmento de anticorpo monoclonal recombinante com especificidade pela LDL(-), o
fragmento scFv anti-LDL(-), com potencialidade de aplicacdo tanto a nivel de diagndstico
como terapéutico. [10-13]

Anticorpos policlonais sdo largamente utilizados em técnicas de diagnostico e, em
termos de pesquisa, como reagentes de deteccdo. [7] Este tipo de anticorpos é produzido
por diferentes linhagens de células imunoldgicas e caracterizados pela especificidade pelo
mesmo antigénio, no entanto, com estruturas diferentes de acordo com o epitopo do
antigénio pelo qual sdo especificos. Por sua vez, 0s anticorpos monoclonais séo anticorpos
provenientes da mesma linhagem celular e apresentam a mesma estrutura e especificidade

pelo antigénio. [7, 14-16]



Um anticorpo é formado por quatro cadeias polipeptidicas - 2 cadeias pesadas
(Heavy Chains — H) e 2 cadeias leves (Light Chains — L) - unidas por liga¢des dissulfureto
e estabilizadas por interacdes ndo covalentes, formando uma estrutura complexa de varios
dominios. No terminal amina das cadeias peptidicas, existem as porcbes variaveis
(Variable Heavy — VH e Variable Light — VL), assim denominadas por se constituirem
como a regido de variagdo entre os diferentes anticorpos e, consequentemente,
responsaveis pela especificidade do anticorpo pelo antigénio. As porcbes constantes
(Constant Heavy — CH e Constant Light — CL) sdo similares entre anticorpos e a sua
funcdo baseia-se nas actividades bioldgicas do anticorpo, como a activagdo dos linfdcitos T
e promover a fagocitose. [7, 14-16]

Fab

Fv (Fd +LC)

scFv-Fc

4

Fab

scFv

Figura 1 — Esquema representativo de estruturas de anticorpo monoclonal (IgG) e
fragmentos de anticorpos recombianantes scFv-Fc, scFv e Fab. Nas estruturas, os dominios a
azul representam as regiGes variaveis e os dominios a vermelho, amarelo e laranja
representam as regides constantes da estrutura de um anticorpo. Os peptideos artificiais que
estabelecem a ligacdo entre os diferentes dominios dos fragmentos recombinantes estédo
representadas a roxo. Adaptado de [7].



A complexidade deste tipo de molécula é um dos maiores desafios no que diz
respeito a sua producdo em sistemas de expressao como a P. pastoris. [7] Um esquema da
estrutura de um anticorpo (IgG) esta representada na Figura 1, assim como de alguns dos
diferentes fragmentos recombinantes produzidos actualmente.

Os fragmentos scFv e Fab representados na Figura 1 sdo, actualmente, dois dos mais
usualmente produzidos na industria farmacéutica no que diz respeito & producdo de
fragmentos de anticorpos monoclonais. [7] O fragmento Fab (Fragment antigen binding) é
constituido pela cadeia leve e por parte da cadeia pesada, a porcdo variavel e um dos
dominios da porcéo constante. [7, 14-16] No que diz respeito ao fragmento scFv (single
chain Fragment variable), € constituido apenas pelas regides variaveis das cadeias leve e
pesada, ligadas por uma cadeia peptidica. [7, 9, 12, 13, 17-21] A producéo de fragmentos e
ndo estruturas integras de anticorpos recombinantes justifica-se, por um lado, pela
complexidade da estrutura integral do anticorpo que dificulta a sua expressdo como
proteina heterdloga e, por outro, pelo facto de fragmentos como scFv e Fab manterem as
propriedades funcionais do anticorpo, como a especificidade e capacidade de ligagdo com
0 antigénio, para além de apresentarem vantagens no que diz respeito a sua aplicacéo
terapéutica, como maior facilidade de absorcdo e circulacdo e menor imunogenicidade. [7,
8, 10, 12, 13, 17, 19, 21]

2.2. Producéo de proteinas recombinantes na Industria Farmacéutica

Na industria farmacéutica, a producdo de proteinas recombinantes tem-se mostrado
uma alternativa de elevada importancia para o desenvolvimento e producdo de farmacos.
[22, 23] A utilizacdo de sistemas de expressdo para producdo de proteinas recombinantes,
para além de proporcionar a qualidade do produto necessaria, apresenta também vantagens
no que diz respeito aos custos do processo de producdo. [22] S&o varios os sistemas de
expressao utilizados actualmente, desde microrganismos procariotas como a Escherichia
coli (Tabela 1) e Bacillus subtilis, leveduras como a Saccharomyces cerevisiae (Tabela 1),
Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha (Tabela 1) e Pichia pastoris, fungos
filamentosos como Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e
Acremonium chrysogenum e células animais como células CHO (Chinese Hamster Ovary)
(Tabela 1) e BHK (Baby Hamster Kidney) (Tabela 1). [22, 23]



A E. coli, por ser um microrganismo muito bem caracterizado genética e
fisiologicamente, pela facilidade de manipulagcdo, pelo conhecimento estabelecido das
condicdes de cultivo e pela capacidade de acumulacdo de proteinas heterologas até 20%
das proteinas totais da célula, € o microrganismo procariota mais utilizado na producéo de
proteinas heter6logas. [23, 24] No entanto, a nivel farmacéutico, a sua utilizacdo é
limitada, devido ao facto de ndo apresentar uma secrecdo eficiente do produto por
formacéo de corpos de inclusdo [10, 23, 25, 26] e, por ser um organismo procariota, ndo
efectuar as modificacdes pos-transducionais caracteristicas dos organismos eucariotas, que
séo de elevada importancia neste tipo de produtos. [23, 24, 27, 28]

No que diz respeito as leveduras, estas sdo consideradas organismos de elevada
relevancia na producdo de proteinas heterélogas por apresentarem crescimento rapido em
meios de cultivo de custo reduzido, por operarem a elevadas densidades celulares, pela
capacidade de efectuar modificagdes pos-transducionais caracteristicas dos organismos
eucariotas, pela eficiéncia na secrecdo das proteinas e por ndo serem, geralmente,
pirogénicas nem patogénicas. [12, 21] A S. cerevisiae, a levedura melhor caracterizada a
nivel genético, é a mais utilizada a nivel da industria farmacéutica, sendo que a P. pastoris
é a mais utilizada na produgéo de proteinas recombinantes na sua generalidade. [23, 24] E
importante referir que a glicosilagdo, uma das mais comuns modificacbes pods-
transducionais nas proteinas, realizada pelas leveduras difere daquelas que sao verificadas
nas células animais. [24] Na S. cerevisiae sdo descritas hiperglicosilacbes que podem
resultar na perda da actividade da proteina e, no que diz respeito a proteinas de interesse
farmacéutico e suas aplicacGes terapéuticas, uma resposta imunogénica nao desejada pode
ser desencadeada. [24] Por sua vez, a P. pastoris € conhecida pela formacdo de
oligossacarideos de cadeia mais curta e mais similar aquelas que se verificam nas células
animais. [24]

Os fungos filamentosos sdo extensivamente utilizados na industria para producgéo de
enzimas, acidos e antibioticos. As vantagens da sua utilizacdo, quando comparados com as
leveduras sdo, essencialmente, as modificacdes pos-tansducionais mais complexas,
similares as realizadas por células animais. No entanto, para a producdo de farmacos
recombinantes, um melhor conhecimento a nivel genético e metabolico destes organismos

ainda precisa ser adquirido. [22]



Tabela 1 — Produtos recombinantes na industria farmacéutica. Adaptado de [22].

Produto

Sistema de expressao

Empresa

Factores de coagulacédo do
sangue (VII, VIl e 1X)

Calcitocina
Dnase

Eritropoietina
Darbepoetina

Folitropina

Hormona de Luteinizacdo

Gonadotropina

Glucagon

Glucocerebrosidase

Somatotropina

Eutropina

GCSF, GMCSF
(Factores de crescimento)

Vacina Hepatite B
Hirudina
Insulina

Interferdo o

Interferdo B

Interferdo y
Interleucina 2

Oprelvecina

OP-1
(Factor Neuroprotectivo)
Activador Plasminogénico
Recombinante

Factor Necrose Tumoral

Activador Plasminogénico
de Tecido

Factor células estaminais

Células BHK/CHO

E. coli/Células CHO
Células CHO
Células CHO
Células CHO
Células CHO
Células CHO
Células CHO
S. cerevisiae
Células CHO

E. coli/Células CHO

S. cerevisiae

E. coli/Células CHO

S. cerevisiae/
H. polymorpha
S. cerevisiae

E.coli/S. cerevisiae

E. coli
E. coli/Células CHO
E. coli

E. coli

Linhagem de células
humanas ROMI 8866

E. coli

E. coli

E. coli
Células CHO
Células CHO

Novo-Nordisk/Bayer/
Centeon/Genetics Baxter/Wyeth
Unigene
Roche
Janssen-Cilag/Amgen/Boehringer
Amgen
Serono/Organon
Serono
Serono
Novo-Nordisk

Genzyme
Pharmacia & Upjohn/Lilly/Novo-
Nordisk/Ferring/Genentech/Serono/
Bio-Technology General Corp
LG Chemical

Novartis/Essex/Amgen/
Roche/Chunga Pharmaceutcals

GlaxoSmithKline/RheinBiotech

Aventis/Novartis
Bio-Technology General Corp/
Novo-Nordisk
Roche/Essex/Yamanouchi

Schering/Biogen/Serono
Amgen/Boehring
Chiron

Wyeth
Curis/Striker
Genentech/Roche/Boehring
Boehring

Genentech/Roche/Boehring
Amgen

No que diz respeito as células animais e de insecto, estas sdo as mais similares as
células humanas, nomeadamente no que diz respeito as modificacdes pos-transducionais,
tornando-as de elevado interesse na producdo de proteinas heterélogas para a industria
farmacéutica. No entanto, estas apresentam desvantagens em relacdo aos outros sistemas

de expressdao anteriormente apresentados, nomeadamente em termos de custos de



producgéo, por requererem tempos de cultivo mais longos e meios de cultivo complexos e
dispendiosos. [22, 25]

Na Tabela 1 estdo descritos alguns dos produtos farmacéuticos recombinantes
comercializados até ao ano de 2004, assim como os sistemas de expressao utilizados para a sua

producéo.
2.3. Pichia pastoris

Na década de 70, a Phillips Petroleum em conjunto com o Salk Institute
Biotechnology/Industrial Associates, Inc. (SIBIA, La Jolla, CA) desenvolveram a P.
pastoris como organismo para producdo de proteinas heter6logas, na presenca de metanol,
em cultivos de elevada densidade celular (>100 g.L™). Os investigadores isolaram o
promotor e o gene da enzima alcool oxidase 1 (AOX1) e desenvolveram protocolos para a
manipulacdo genética da levedura. [1, 29-32]

Desde entdo, a P. pastoris, uma levedura metilotréfica, ou seja, capaz de metabolizar
metanol, [1, 8, 23, 31-33] tem vindo a revelar-se como uma das leveduras mais versateis
para a expressao de proteinas heterdlogas. [12, 23] Esta levedura é de particular interesse
devido: 1) ao seu promotor pAOX1 — promotor do gene que codifica para a enzima alcool
oxidase 1 - induzido por metanol [1, 8, 10, 20, 21, 31, 34-37]; 2) a facilidade e
simplicidade de manipulacdo genética, sendo ja conhecidos e bem caracterizados diversos
vectores de expressdo, havendo inclusive kits de expressdo comerciais disponiveis [1, 10,
12, 36]; 3) a sua capacidade para libertar para 0 meio extracelular as proteinas heterdlogas
produzidas [1, 8, 19, 20, 31, 37-39]; 4) a sua capacidade para efectuar modificacdes pos-
transducionais incluindo glicosilagdo, metilacdo, acilacdo e formacdo de ligacdes
dissulfureto [1, 8, 10, 24, 31, 36]; 5) a possibilidade de operacdo em elevadas
concentracOes celulares com elevados rendimentos de producédo [1, 10, 24, 35, 37]; 6) a
possibilidade de operacdo em meios de cultivo de custos reduzidos [8, 40, 41] e 7) ao facto
de ser uma levedura anaerdbia facultativa, [1, 36] possibilitando a operacdo em ambiente
aerobio, o que diminui os efeitos negativos de alguns produtos secundarios relativos aos
processos fermentativos, como o etanol. [1, 42, 43]

O genoma da P. pastoris é relativamente simples de manipular e actualmente ja
existem kits de expressdo comerciais. [1, 10, 12, 36] As proteinas heter6logas expressas em

P. pastoris podem também ser direccionadas para vias metabolicas secretorias através de
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peptideos sinal, o que simplifica os processos downstream para recuperacao e purificacao
do produto. [1, 7, 24] A utilizacdo de vectores integrativos é também uma das vantagens da
utilizacdo da P. pastoris, na medida em que a integracdo dos vectores no genoma permite
ndo sé uma maior estabilidade dos mesmos mas também a possibilidade de ter um nimero
elevado de copias do gene de interesse. [1, 29, 30, 34] Mais de 500 proteinas
recombinantes foram expressas por P. pastoris [1] com niveis de expressao que atingem

até 80% de proteinas totais secretadas [1] e até 30% de proteinas totais da célula. [38, 44]

2.3.1. Marcadores Selectivos e Vectores de Expresséao

Véarios marcadores selectivos tém sido utilizados em P. pastoris e, tipicamente, sdo
utilizados mais do que um na mesma estirpe. O mais comumente utilizado € a supressdo do
gene his4 que codifica para a histidina desidrogenase. Com a inser¢do no vector de
expressao do gene HIS4, que complementa a auséncia do his4 no genoma, a selecgédo das
células transformadas € realizada pela sua capacidade de crescimento em meios de cultivo
na auséncia de histidina. [2] Outros marcadores sdo referenciados, como o0s genes ARG4
(aginina sucinato liase), ADE1 (PR-amidoimidazol sucinocarboxamida sintetase) e URA3
(orotidina 5’°-fosfato descarboxilase). [2, 30, 32]

Actualmente, j& se encontram disponiveis comercialmente uma série de vectores de
expressao de P. pastoris. [24] Tipicamente, estes vectores de expressao sdo constituidos
por: promotor, na maioria dos casos 0 pAOX; uma sequéncia de codificacdo de um
peptideo sinal (SIG - Secretion Signal Sequence) como o PHO1 (P. pastoris acid
phosphatase) ou o a-MF (S. cerevisiae a-mating factor); um local de inser¢do do gene
heter6logo (MCS - Multiple cloning site); um local de terminacdo de transcri¢cdo; um
marcador selectivo, como os referenciados anteriormente; um elemento de replicacdo para
propagacao do plasmideo em E.coli. [29] Outros elementos podem ser também integrados
no vector de expressdo, como uma sequéncia de codificagdo de uma “cauda” (tag) de
residuos Histidina (His-tag) no C- ou N-terminal da proteina heteréloga, [10, 36] que traz
vantagens na purificacdo por IMAC (Immobilized Metal ion Affinity Cromatography), dada
a afinidade apresentada pela histidina por i6es metalicos, como o Niquel ou o Cobalto.
[45-49] Os vectores pHIL-S1, pPIC9, pPIC9K séo alguns do vectores referenciados na

literatura que apresentam estas propriedades. [24, 37]



2.3.2. Promotores

Na literatura, é referido que o rendimento do processo de producdo de proteinas
heter6logas é afectado por diversos parametros a nivel genético, entre os quais o contetdo
em Guanina (G) e Citosina (C) do gene exdgeno e 0 numero de cdpias do mesmo, os locais
de glicosilacdo e clivagem proteolitica da proteina heter6loga e o promotor escolhido. [1,
19, 31, 32, 37]

Ao promotor pAOX1 é atribuido o sucesso da P. pastoris como sistema de expressao
de proteinas heterdlogas. [1, 29, 32] Este promotor é responsavel pela expressdo do gene
que codifica para a enzima &lcool oxidase, que representa até 35% das proteinas totais da
célula. [1, 50] Existem dois genes que codificam para a enzima alcool oxidase, AOX1 e
AOX2. [1] Ambos codificam para enzimas funcionais, sendo que o primeiro representa
cerca de 95% da enzima total expressa. [1] Os sistemas que utilizam o promotor pAOX1
sdo 0s mais utilizados para producdo de proteinas heter6logas em P. pastoris, apesar de ja
terem sido apresentados resultados com o promotor pAOX2. Apesar de ser o promotor
mais comumente utilizado e ser reconhecida a sua eficiéncia, o facto de ser induzido por
metanol implica a necessidade de armazenamento do mesmo em processos de larga escala,
0 que levanta algumas questdes de seguranca. [1, 32, 51]

Existem 3 fenétipos de P. pastoris sensiveis a metanol: Mut®, Mut® e Mut". [1, 24,
32] As estirpes Mut®, nas quais os genes AOX1 e AOX2 estdo presentes, apresentam
velocidade de crescimento como a estirpe selvagem em meios contendo metanol, o que
requer elevadas quantidades do mesmo durante o cultivo. A sensibilidade das estirpes Mut”
a elevadas concentracbes de metanol torna estes sistemas complicados no aumento de
escala, para além de que a expressdo dos genes AOX1 e AOX2 pode competir pela
maquinaria celular disponivel com a producdo das proteinas recombinantes, o que diminui
o rendimento. [1, 2, 24] Nas estirpes Mut®, a sensibilidade a metanol é menor que a das
estirpes selvagens, dado que o gene AOX1 é removido e o crescimento é limitado pela
expressao do gene AOX2. [1, 24] Por apresentarem velocidades de crescimento mais
baixas, problemas associados a cultivos com elevedas densidades celulares ndo se
verificam, como, por exemplo, a limitacdo de oxigénio. [1] A menor sensibilidade a

metanol torna também mais facil o aumento de escala do processo. [1] Estirpes Mut™ ndo
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expressam nenhum dos genes AOX e, consequentemente, ndo crescem na presencga de
metanol. [1, 24]

O promotor constitutivo pGAP €, assim como 0 pAOX1, um dos mais utilizados na
producdo de proteinas heter6logas neste tipo de sistemas de expressdo. [1, 31, 32] No
entanto, ao contrario do que acontece com o pAOX1, nos sistemas com este promotor
constitutivo, envolvido na expressdo do gene que codifica para a enzima gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAP), o crescimento celular e a producéo de proteinas heterdlogas
ocorrem simultaneamente em meios de cultivo com glucose ou glicerol. [1, 24, 32, 51, 52]
Na literatura, é referido que sdo possiveis cultivos estaveis e eficientes com produgdes
efectivas de proteinas heter6logas ao longo de longos periodos de tempo, até 30dias, com
necessidades minimas de controlo operacional. [1]

Outros promotores sdo referidos na literatura como possiveis alternativas aos
apresentados anteriormente. O promotor pFLD1 do gene que codifica para a enzima
formaldeido desidrogenase (FLD) é uma alternativa ao pAOX1 na medida em que a
regulacdo da expressao das proteinas pode ser feita através da inducdo por metanol (fonte
de carbono) ou metilamina (fonte de azoto). [1, 29, 31, 32] O promotor pDHAS do gene
que codifica para a enzima dihidroxiacetona sintetase (DHAS), envolvida na via
metabdlica de assimiliacdo do metanol, é também induzido por metanol, sendo que a
producdo da enzima DHAS pode alcancar cerca de 20% das proteinas totais de célula. [1,
29] Entre os promotores que ndo requerem metanol como indutor, de referir o promotor
para a proteina do peroxissoma PEX8, que pode ser induzido tanto por metanol como por
acido oleico, [1, 29] e o promotor pICL1, induzido por etanol. [1, 29] Para além do pGAP,
existem outros promotores constitutivos utilizados na producdo de proteinas heterélogas,
entre os quais o0 pYPTL, no entanto pouco utilizado devido aos baixos niveis de expressdo
apresentados, [1, 29] o promotor constitutivo pPGK1, do gene que codifica para a enzima
glicolitica fosfoglicerato cinase, eficiente na presenca de glicose, glicerol e metanol. [1, 29]

Dado que o promotor pAOX1 é o mais utilizado para producdo de proteinas
heter6logas em P. pastoris e o da estirpe estudada neste projeto, a revisao bibliografica

sera baseada nos sistemas de expressao que utilizam este promotor.
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2.3.3. Condicdes de cultivo

As condicdes de cultivo sdo importantes factores no rendimento de producdo das
proteinas heterdlogas neste sistema de expressdo. [1, 24] A definicdo do meio de cultivo
Optimo para crescimento e producdo é uma das principais etapas no desenvolvimento de
um processo de produgdo. [1, 24] As variaveis que apresentam influéncia directa no
rendimento de expressdo sdo o pH, a temperatura e a concentracdo de oxigenio dissolvido,
para além da composi¢do do meio, nomeadamente no que diz respeito a fonte de carbono.
[1, 31, 32] Na literatura, os cultivos de P. pastoris apresentam valores de pH que variam
entre os 3 e 7, [21, 31, 38] sendo que, fora desta gama de valores, verificam-se velocidades
de crescimento celular mais baixas, [38] pode ocorrer precipitacdo de sais do meio e a
estabilidade das proteinas pode ser afectada. [31] No que diz respeito a temperatura, 30°C é
estabelecida como temperatura Optima de crescimento. [31, 38] No entanto, temperaturas
mais baixas podem também ser operadas sem afectar significativamente o crescimento
celular e com a vantagem da possivel diminuicdo da actividade de algumas proteases. [31,
32] Como ja referido anteriormente, a P. pastoris, por ser um organismo anaerobio
facultativo, possibilita a operacdo em meios com arejamento, [1, 41] sendo que, em meios
onde o oxigénio é limitado, pode ocorrer fermentacdo e produtos secundarios ndo
desejados podem interferir negativamente no rendimento de producao. [1, 42, 43]

No que diz respeito aos modos de operacdo dos processos biologicos de producdo de
proteinas recombinantes, existem, basicamente, trés diferentes classificacdes de acordo
com o regime de alimentacdo dos nutrientes: processos descontinuos, processos continuos
e processos com alimentagéo escalonada. Os dois primeiros constituem a base de todos os
processos em bio-reactores. Nos descontinuos, todos os constituintes do meio de cultura
sdo adicionados no inicio do processo - com excepc¢do do oxigénio (no caso de processos
aerobios) e das solucdes para controlo de pH e espuma - e todo o produto é retirado no
final. Em relacdo aos processos continuos, a alimentacdo dos nutrientes, como o préprio
nome indica, é efectuada ao longo de todo o processo, assim como a retirada do produto,
mantendo-se o volume do cultivo constante. Os processos com alimentacdo escalonada,
que se caracterizam pela adicdo dos nutrientes ao longo do processo e pela recolha do
produto s6 no final, sdo normalmente preferiveis aos continuos por se conseguir obter

concentragdes celulares mais elevadas e o controlo do processo ser mais simplificado. No
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entanto, 0s processos continuos sdo mais longos e apresentam maiores produtividades
volumeétricas. [53]

Tipicamente, os cultivos de P. pastoris para producao de proteinas heterdlogas séo
processos com alimentacdo escalonada e apresentam trés etapas distintas: numa primeira
etapa, que pode ter duracdo até 24h e que pode ser considerada como um processo
descontinuo, o produto de interesse é biomassa. O glicerol (<40 g.L™) é utilizado como
fonte de carbono e ndo ocorre a producdo da proteina recombinante de interesse.
Posteriormente, uma fase intermediaria € iniciada com a adicao controlada de glicerol, de
uma forma constante ou escalonada, com o intuito de se alcancar elevadas concentracfes
celulares. Assim que se verifica 0 esgotamento do glicerol e 0 maximo de concentracdo
celular é alcancado, inicia-se a Ultima fase, denominada fase de inducdo, durante a qual é
adicionado metanol ao meio de cultivo para que a producdo das proteinas recombinantes
seja induzida. [29, 31, 43, 54-57] Na fase de inducdo pode ainda ser adicionado glicerol
(ou outra fonte de carbono) ao meio de cultivo, de modo a garantir uma maior estabilidade
e viabilidade celular e possibilitando que o proprio metanol seja utilizado apenas para
inducdo do promotor e ndo consumido como fonte de energia. [31, 43] No entanto, a
utilizag&o do glicerol pode diminuir o rendimento do processo de produgdo, na medida em
que este é um repressor do promotor pAOX1 [29, 33, 54] e 0 metabolismo de assimilacdo
desta fonte de carbono pode desencadear uma acumulacdo de subprodutos fermentativos
como o etanol ou acetato. [42, 43]

De modo a aumentar a producdo de proteinas recombinantes em P. pastoris e a obter
maiores densidades celulares, umas das técnicas utilizadas consiste na adi¢do ao meio de
cultivo, na fase de inducdo, de outras fontes de carbono para além do metanol. [31, 43, 54]
Sorbitol e Glicerol, comparativamente a outras fontes de carbono, sdo 0s substratos na
presenca dos quais o fluxo de aminoacidos produzidos € superior, e a sua utilizacdo no
meio de cultivo resulta num maior crescimento celular e uma maior producdo de proteinas
recombinantes durante a fase de induc@o. No caso de sistemas que utilizam o promotor
pAOX, o sorbitol € o mais indicado, dado que o glicerol é repressor do promotor. [31, 54]
Outras vantagens da utilizacdo do sorbitol durante a fase de inducdo séo apresentadas na
literatura, entre as quais o facto de a sua acumulacdo no meio de cultivo ndo afectar a
produtividade [58] e se verificar menor producdo de calor, dado que a entalpia de

combustdo do sorbitol € menor que a do metanol e do glicerol, e menor consumo de
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oxigénio. [58, 59] Estes aspectos sdo muito importantes principalmente em processos de
elevadas densidades celulares em larga escala. No que diz respeito a viabilidade e
crescimento celular, a utilizacdo simultanea de sorbitol e metanol na fase de inducdo
apresenta também resultados positivos, principalmente nos fenétipos Mut®. [58]

Rahbarizadeh e seus colaboradores realizaram um estudo de producdo de um
fragmento de anticorpo, anti-MUC1 VHH, com P. pastoris, no qual, antes da fase de
inducdo, as células foram inoculadas em meio hipertonico com 1M de sorbitol. Neste
verificaram um menor numero de células vidveis mas um aumento no rendimento de
producdo (Tabela 2). [60]

Jungo e colaboradores, testaram a adi¢do de sorbitol em conjunto com metanol, na
fase de inducdo, em diferentes propor¢des das duas fontes de carbono e verificaram um
aumento de producdo de avidina recombinante com o aumento da concentracdo de
metanol, até um méximo de 0,47 Metanol / 0,53 Sorbitol C-mol.C-mol™. A produtividade
volumétrica foi aumentada 1,3-1,4 vezes comparativamente a cultivos onde apenas o
metanol ¢ utilizado como fonte de carbono na fase de inducédo (Tabela 2). [58]

Num estudo realizado por Resina et al., [61] foram avaliados a viabilidade de
utilizacdo do promotor pFLD e a adicdo de sorbitol como fonte de carbono e metilamina
como fonte de azoto na fase de producédo da proteina recombinante Rhizopus oryzae lipase
em P. pastoris. Os resultados revelam a eficiéncia deste promotor para producdo de
proteinas recombinantes, apresentando inclusive melhores resultados que os apresentados
por sistemas que utilizam o promotor pAOX, e, com a utilizacdo de concentracdes nédo
limitantes de sorbitol e metilamina, a produtividade era aumentada e mais longos tempos
de cultivo com producéo efectiva eram alcangados, até 90h (Tabela 2). [61]

Ramon et al., [62] realizou um estudo no qual verificou a influéncia dos fenotipos
Mut* e Mut® na assimilagdo do sorbitol e metanol em cultivos para producdo de Rhizopus
oryzae lipase. Os estudos revelam que a estirpe com fen6tipo Mut™ apresenta um consumo
sequencial, metabolizando primeiro o metanol, enquanto que as estirpes de fenétipo Mut®,
com menor capacidade de assimilacdo do metanol, apresentam um consumo simultaneo
das duas fontes de carbono. No caso das Mut®, a produtividade volumétrica foi 5,1 vezes
superior a verificada no fendtipo Mut®. Outro aspecto interessante deste estudo prende-se
no facto de, no inicio da fase de inducdo, a acumulagéo da proteina heteréloga ser 2 vezes

superior nas Mut®, no entanto o racio intra/extraceular é inferior, sugerindo que, para este
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fendtipo, a utilizagdo do sorbitol em conjunto com metanol na fase de inducdo pode ter
efeitos benéficos no que diz respeito a secrecdo das proteinas para 0 meio extracelular
(Tabela 2). [62]

Tabela 2 - Proteinas recombinantes produzidas por P. pastoris com alimentacgéo
escalonada de sorbitol na fase de indugdo. anti-MUC1 VHH (anti-Mucinal camelid heavy
chain antibody); ROL (Rhizopus oryzae lipase); APL (Alkaline polygalacturonate lyase);
rHUEPO (recombinant Human Erythropoietin); rhGH (recombinant human Growth
Hormone); ; rFSH (recombinant Follicle-Stimulating Hormone); srAFP (sea raven Antifreeze

Protein).
Estirpe Promotor Fendtipo Proteina Producéo Ref
P. pastoris GS115 PAOX Mut® anti-MUC1 VHH 10-15 mg.L™ [60]
P. pastoris GS115 PAOX Mut* Avidina 5-6 mg.L™ [58]
P. pastoris X33 pFLD - ROL 385 U.mL™ [61]
P. pastoris X33 pAOX Mut® ROL 380 U.mL* [62]
P. pastoris GS115 pAOX Mut" APL 1593 U.mL™ [59]
P. pastoris E17 pAOX Mut” rHUEPO 130 mg.L™ [63]
P. pastoris hGH PAOX Mut” rhGH 270 mg.L™" [64]
P. pastoris GS115 pAOX Mut® rFSH 280 mg.L™ [65]
P. pastoris GS115 PAOX Mut® STAFP 191 mg.L™" [66]

2.3.4. Actividade Proteolitica

A actividade de proteases no meio de cultivo € um dos maiores problemas associados
a producdo de proteinas recombinantes [1] e, nos cultivos de P. pastoris, geralmente sdo
encontradas proteases de varias classes, entre as quais proteases serinicas e asparticas. A
utilizacdo do metanol no meio de cultivo na fase de producdo pode causar stress a célula,
resultando numa possivel sobre-expressdo de proteases, 0 que pode reduzir o rendimento
de producéo, por um lado pela degradacédo das proteinas heterdlogas de interesse por parte
das proteases produzidas e, por outro, porque o metabolismo celular pode ser desviado
para a producdo destas. [1] A elevada taxa de mortalidade celular na fase de inducao,
atribuida a acumulacéo dos produtos do metabolismo de assimilagdo do metanol, como o

formaldeido ou o peroxido de hidrogénio (H,0O;), é também uma causa da elevada
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actividade proteolitica, dado que, ap6s a morte ocorre a lise celular e a consequente
libertacdo das proteases intracelulares para o meio de cultivo. [1]

A utilizacdo de estirpes deficientes em proteases, tais como SMD1163, SMD1165 e
SMD1168, tem sido uma técnica utilizada para minimizar a actividade proteolitica, de
modo a aumentar os rendimentos de producdo e melhorar a estabilidade das proteinas
heter6logas produzidas. [1, 24, 29, 32, 34, 37] Estas estirpes apresentam disrupcbes dos
genes que codificam para as proteases vacuolares proteinase A, proteinase B e
carboxipeptidase Y, entre outras. [32] No entanto, alguns autores defendem que estas
modificag0es apresentam desvantagens quando comparadas com as ndo modificadas,
nomeadamente em termos de viabilidade e crescimento celular, dado que a actividade das
proteases da celula é necessaria para um correcto processamento e activacdo de outras
proteinas. [29, 38]

Ao nivel das condi¢des de cultivo, existem varios parametros que podem ser
regulados de modo a reduzir a actividade proteolitica, nomeadamente o pH, temperatura e
constituintes do meio. No que diz respeito ao pH, na literatura sdo referidas condicGes de
cultivo que variam entre o pH 3 e 7, sem que a essa variacao influencie significativamente
0 crescimento e viabilidade celulares nem o rendimento de producdo. Assim sendo, o pH
pode ser ajustado para um valor no qual a actividade das proteases seja reduzida. [1, 21]
No que diz respeito a temperatura, e como ja foi referido anteriormente, a operacao a
temperaturas baixas, como 15°C, pode reduzir significativamente a actividade das
proteases, sem influéncia significativa no crescimento e producdo. [1, 38] A adicdo de
suplementos, como casaminoacidos e peptona, ao meio de cultivo pode ser também uma
alternativa, na medida em que estes, sendo fontes de azoto para a célula, reprimem a
producdo de proteases e a consequente degradacdo das proteinas. [32, 34, 38] A adicdo de
inibidores de proteases € também uma estratégia a adoptar. No entanto, a utilizacdo destes
suplementos implica um aumento do custo do processo e é necessario ter em conta que

existem inibitores proteoliticos com propriedades citotoxicas. [1]
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2.4. Producéo de scFv por P. pastoris

Como ja referenciado anteriormente, séo diversos os sistemas de expressao utilizados
para a producéo de proteinas heter6logas, nomeadamente as leveduras. No que diz respeito
a moléculas com possibilidade de utilizacdo em aplicagdes terapéuticas, como 0s
fragmentos scFv de anticorpos monoclonais, a P. pastoris, por apresentar melhores
capacidades de secrecdo das proteinas heterdlogas, pela preferéncia por processos aerobios,
pela capacidade de operacdo a elevadas densidades celulares e, principalmente, pelas
modificagbes pds-transducionais mais ‘“humanizadas”, é um sistema de expressdo
extensivamente utilizado e estudado. Na literatura ja sdo encontrados diversos estudos de
producdo deste tipo de moléculas, apresentando produtividades entre 1,0 mg.L™ até 4,8
g.L™ (Tabela 3), 0 que demonstra a sua eficiéncia como sistema de expressdo deste tipo de

moléculas. [39]
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Tabela 3 — Producéo de fragmentos scFv de anticorpos recombinantes por P. pastoris. t; (tempo total de cultivo com indugéo por Metanol).

Estirpe Especificidade Fragmento P(ﬁg“fﬁf ti (h) pH T (°C) Ref.@
P. pastoris X33 Antigénio da Raiva scFv-Fc 60,0 30 5,0 28 [25]
P. pastoris MP36 Antigénio Carcinoembridnico scFv 440,0 41 55 30 [12]
. human epidermal growth factor

P. pastoris KM71H receptor 2 (HER?) SCFv 15,0-20,0 72 6,0 30 [10]
) o Fab-scFv 36,8

P. pastoris GS115 Antigénio MUC1 144 nd nd [35]
Fab-(scFv), 12,0

P. pastoris KM71H Antigénio CD33 scFv 48,0 96 6,0 30 [8]

: toxina Cyt2Aal de Bacillus ScFvC6.5-

5 [PERIETS L thuringiensis syncyt2Aal(mychis6) 10 K ait &0 [26]
P. pastoris X33 dominio ED-B da B-Fibronectina scFv 60,0 24 55 30 [13]
P. pastoris X33 integrina avp6 scFv 115,0 nd nd nd [18]

P. pastoris GS115 micotoxina zearalenona scFv 328,0 72 6,5 30 [19]

P. pastoris KM71H B-Cell activating factor (BAFF) scFv-Fc 56,0 72 5,0 nd [67]
cytotoxic T lymphocyte-associated i
nd antigen-4 (CTLA-4) scFv 16,0-20,0 72 6,0 nd [68]
. a-subunit CD25 of the
P. pastoris GS115 interleukin-2 receptor scFv 80,0 72-96 5,6-6,0 28 [20]
. cell-surface glycoprotein
P. pastoris KM71 p185HER? ScFv 70,0 72 6,0 30 [36]
. Serpinas de Mamestra
P. pastoris KM71 conFigurata ScFv 25,0 168 7,0 15 [38]
P. pastoris KM71H queratina 8 scFv 21.4 72 7,1 11 [39]
P. pastoris X33 B-type natriuretic peptide (BNP) ScFv 150,0 96 5,0-7,0 20 [9]
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CD86111-|gG-

P. pastoris GS115 ErbB2 (HER2) protooncogene SCFV(FRP5)

2,0 72-90 6 25 [69]

P. pastoris GS115 glicoproteina A33 scFv 4880,0 84 3 25 [21]

P. pastoris KM71 glicoproteina A33 ScFv-asarcina 1,0-3,0 72 nd 25 [27]

P. pastoris X33 Metamidofos scFv 25,0 72 6,5 30 [44]
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3. Materiais e Métodos

Todos os reagentes utilizados sdo de pureza analitica. Para preparacdo das solugdes
foi utilizada &gua deionizada (Merck Millipore Milli-Q® Direct Water Purification
System). Os meios de cultivo foram autoclavados a 121°C por 20 minutos, com excepc¢ao

do YNB (Yeast Nitrogen Base) e Biotina, filtrados em membrana de 0,22 pm.
3.1 Pichia pastoris

Neste projecto, foi utilizada a levedura Pichia pastoris SMD1168 (Invitrogen®):
Apep4::URA3 Akex1::SUC2his4ura3 para a expresséo do fragmento de anticorpo
recombinante scFv anti-LDL(-). A estirpe da P. pastoris foi fornecida pelo grupo de
pesquisa da Prof®. Dra. Dulcineia Saes Parra Abdalla do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo e foi construida pelo grupo da Prof®. Dr®. Andrea Maranhdo do Departamento de
Biologia Molecular da Universidade de Brasilia.

3.2. Manutencéo e Reactivacdo da Pichia pastoris

As células de P. pastoris eram repicadas, a cada trés meses, em meio sélido YPD
(Yeast extract Peptone Dextrose) (Extrato de Levedura 10,0 g.L™, Peptona de Caseina 20,0
g.L™, Glucose 20,0 g.L™ e Agar 12,0 g.L™) e incubadas a 30°C por 24h. Posteriormente, as
colbnias eram inoculadas em frascos Erlenmeyer de 500,0 mL com 100,0 mL de meio
liquido YPD a 30°C e 250 rpm por 24h. As células eram entdo inoculadas em meio YPD
com Glicerol 200,0 g.L™* e armazenadas em vials de 2,0 mL a -70°C.

A primeira etapa (pré-indculo) do cultivo de células consistia na reactivacdo das
células armazenadas a -70°C. Em frascos Erlenmeyer de 500,0 mL com 200,0 mL de meio
BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium) (Peptona de Caseina 10,0 g.L™, Extracto de
Levedura 20,0 g.L™, Glicerol 10,0 g.L™", YNB 3,4 g.L™, (NH,),S0,4 10,0 g.L %, 100,0 mM
Tampé&o Fosfato de Potassio pH 6,0, Biotina 4,0x10™ g.L™) eram inoculados dois vials (4,0

mL) do banco de células e incubados a 30°C e 250 rpm por 16h.
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3.3. Cultivos para producéo de scFv anti-LDL(-)

Foi realizado um estudo de producdo de scFv anti-LDL(-), em frasco e em bio-
reactor, com alimentacéo escalonada de fontes de carbono complementares ao metanol na
fase de indugdo de producgéo — glicerol e sorbitol. Foi ainda realizado um planeamento
factorial 3* com 4 repeticdes do ponto central, de modo a avaliar a influéncia na producéo

de scFv anti-LDL(-) da adicéo de casaminoacidos e PMSF.

3.3.1. Alimentacéo escalonada de glicerol e sorbitol na fase de inducéo

Um estudo inicial foi realizado em Erlenmeyers de 500,0 mL com 200,0 mL de
volume de cultivo, de modo a determinar a influéncia, no crescimento celular e produgéo
de scFv anti-LDL(-), da adicdo de diferentes fontes de carbono na fase de inducdo, em
simultaneo com a adicdo de metanol. A etapa de crescimento celular era realizada em
frasco Erlenmeyer de 500,0 mL com 200,0 mL de meio de cultivo BMGY a 30°C e
250rpm por 24h, com o objectivo de obter elevadas concentragdes celulares antes de iniciar
a fase de inducdo e producdo do fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-). Ao meio de
cultivo era adicionado um volume de pré-in6culo determinado de forma que a
concentracdo de inicial de células fosse equivalente a Absgoonm=1,0.

Apos a fase de crescimento celular (0-24h), a todos os cultivos era adicionado
metanol (concentracdo final 1,0% (v/v)) a cada 24h (24h, 48h, 72h, 96h), num periodo total
de cultivo de 120h (96h de inducéo, entre as 24h e 120h de cultivo). Em simultdneo com a
adicdo de metanol, foi adicionado: glicerol (concentragdo final 10,0 g.L™) - gli, glicerol
(concentracdo final 5,0 g.L™) e sorbitol (concentracéo final 5,0 g.L™) - gli/sor e sorbitol
(concentracdo final 10,0 g.L™) - sor. Foram também realizados cultivos controlo —
controlo, aos quais ndo foi adicionada qualquer fonte de carbono para além do metanol.
De todos os cultivos foram recolhidas amostras (1,0 mL) a cada 24h e armazenadas a 4°C.
No final do cultivo, todo 0 meio reactivo era armazenado a 4°C para posteriores analises.

As condigdes de cultivo das variaveis gli/sor e sor foram entdo reproduzidas em
bioreactor de 3,0 L (New Brunswick BioFlo® 110 Fermentor; New Brunswick BioFlo®
115 Fermentor) com 2,0 L de volume de cultivo, com ki a (coeficiente volumétrico de
tranferéncia de massa) constante (k a=93,6h™%), correspondente a uma agitacdo de 600rpm
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e arejamento de 1,0% (vvm). De todos os cultivos em fermentador eram retiradas amostras
(15,0 mL) a cada 6h nas primeiras 24h de cultivo e a cada 24h, entre as 24h e 120h de

cultivo. Todas as amostras foram armazenadas a 4°C para posteriores analises.

3.3.2. Adicéo de Casaminoacidos e PMSF

Um planeamento factorial 3% com 4 repetic6es do ponto central foi desenvolvido para
determinar a  influencia da  adicdlo de  casaminodcidos e  PMSF
(PhenylMethaneSulfonylFluoride) ao meio de cultivo. Cada uma das variaveis foi avaliada
em 3 niveis de variacdo: -1, 0 e +1. Os valores reais de cada um dos niveis codificados das

variaveis em estudo estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Niveis codificados das variaveis em estudo no planeamento factorial

Niveis Codificados

Variavel
-1 0 +1
Casaminodcidos (g.L™) 0,0 20,0 40,0
PMSF (mM) 0,0 1,0 2,0

Desta forma, foram conduzidos cultivos em frascos Erlenmeyer de 500,0 mL com
200,0 mL de meio BMGY nos quais foram testadas as condic¢des descritas na Tabela 5. A
etapa de crescimento celular foi realizada conforme descrito anteriormente (seccéo 3.3.1.).
Apébs a fase de crescimento celular (0-24h), a todos os cultivos era adicionado metanol
(concentracéo final 1,0% (v/v)) a cada 24h (24h, 48h, 72h), num periodo total de cultivo de
96h (72h de indugdo, entre as 24h e 96h de cultivo). A adi¢do de casaminoéacidos foi
realizada no inicio do cultivo, ao meio BMGY. A adicdo de uma dose de PMSF,
determinada de acordo com o planeamento, foi realizada a cada 24h (24h, 48h, 72h),
durante a fase de inducdo. No final do cultivo, todo o meio reactivo era armazenado a 4°C

para posteriores analises.
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Tabela 5 — Tabela descritiva das condicdes de cultivo do planeamento factorial 3% com 4
repeticbes do ponto central para analise da influéncia da adi¢cdo de casamino&cidos e PMSF
ao meio de cultivo de P. pastoris para producéo de scFv anti-LDL(-)

) Variaveis
Cultivo Casaminoacidos PMSF
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 +1 +1
5 0 -1
6 0 +1
7 -1 0
8 +1 0
9a12 0 0

Os valores das variaveis do planeamento factorial foram codificadas de acordo com a

Equacéo 1:

(Vr

N, = %") (Equacéo 1)

A

Em que N¢ é o valor do nivel codificado da variavel, Vg é o valor real da variavel,
V), € o0 valor real da varidvel no ponto central e AVg é a diferenga entre os valores reais da
variavel em niveis codificados consecutivos.

A anélise estatistica foi realizada recorrendo a0 STATSOFT® STATISTICA.

3.4. Determinacéo da concentracéo celular

A determinacdo da concentracdo celular foi realizada pelo método de massa seca.
Para determinacdo da concentracdo celular, as amostras recolhidas foram armazenadas a
4°C em tubos Eppendorf de 2,0 mL com 1,0 mL de amostra e posteriormente centrifugadas
a 5000g por 5 minutos. O sobrenadante era recolhido para posterior anélise, o pellet de
células era ressuspendido em agua deionizada e submetido novamente a centrifugacao

5000g por 5 minutos. O sobrenadante era descartado e as células eram entdo colocadas na
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estufa a 60°C por 24h, de modo a garantir massa constante, para posterior determinacao da

massa celular.
3.5. Purificacdo de scFv anti-LDL(-)

A purificacdo do fragmento scFv anti-LDL(-) foi realizada por cromatografia de
afinidade IMAC em 1,0 mL de resina Ni-Sepharose Fast Flow (GE HealthCare®). 20,0 mL
de sobrenadante recolhido das amostras apos centrifugacdo eram adicionados a coluna,
previamente equilibrada com 5,0 mL de solucdo tampéao PBS (KCI 1,3 mM, KH,PO,4 0,5
mM, NaCl 135,0 mM, Na;HPO, 3,2 mM, pH 7,4). Ao longo de 1h a amostra era mantida
na coluna cromatografica em agitador orbital, a 4°C. Apds esta fase, na qual se promoveu a
interaccdo entre os residuos de histidina da molécula de interesse e os ides Ni** da coluna
cromatografica, [45-49] a coluna era lavada com 5,0mL de solucdo tampdo de ligacdo
(Na;HPO,4 20,0 mM, NaCl 500,0 mM, Imidazol 30,0 mM, pH 7,4) de modo a remover da
coluna contaminantes ligados por interaccbes nao especificas. Posteriormente, era
adicionado 5,0 mL de uma solucdo tampéo de eluicdo (Na;HPO, 20,0 mM, NaCl 500,0
mM, Imidazol 500,0 mM, pH 7,4) de modo a eluir o fragmento scFv anti-LDL(-) ligado a
coluna, por accdo da elevada concentracdo do Imidazol. Apos eluigdo, procedia-se a
limpeza da coluna com solugédo tampéo de limpeza (Na,HPO, 20,0 mM, NaCl 500,0 mM,
EDTA 50,0 mM, pH 7,4). Para reactivacdo da coluna e posterior utilizacdo era adicionado
1,0 mL de uma solucdo de NiSO4 0,1 M. A resina era armazenada a 4°C em solucdo de

etanol 20% (v/v). As amostras recolhidas eram armazenadas a 4°C para posterior anélise.

3.6. Quantificacao de scFv anti-LDL(-)

A quantificacdo do fragmento scFv anti-LDL(-) purificado foi realizada com o kit de
quantificacdo de proteinas SIGMA-ALDRICH® Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit.
Neste, a quantificacdo é realizada segundo o método de Lowry de quantificacdo de
proteina, no qual ocorre a formagdo de um complexo Cobre(Cu®)-Proteina em condicdes
alcalinas, sequido de uma reducdo de Cu®* para Cu'*, sendo que a quantidade de ides Cu**

reduzidos é proporcional a quantidade de proteina. A formacdo de uma coloragédo purpura
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no meio reaccional permite a quantificacdo de proteinas por espectrofotometria, pela
leitura da Absorvéancia a 560nm. [72, 73]

A quantificacdo era realizada pela adicdo de 25,0 uL de amostra a 200,0 pL de
solucdo de Reagente A (Bicinchoninic Acid Solution) e Reagente B (Copper(ll) Sulfate
Pentahydrate 4% Solution) na proporcdo 1:50 (v/v). A reaccdo ocorria ao longo de 45
minutos a 37°C.

A curva de calibracdo de proteina foi realizada com BSA (Bovine Serum Albumine)

numa gama de concentragdes entre os 200.0 ug.mL'1 e 1000.0 ug.mL'l.

3.7. Quantificacao de Glicerol e Sorbitol

A quantificacdo do glicerol foi realizada segundo o método desenvolvido por Bok e
Demain, [74] no qual ocorre a oxidacdo do glicerol por accdo dos iGes Periodato (104),
formando-se formaldeido. O formaldeido, por sua vez, reage com acetilacetona, acetato de
amonio e acido acético glacial (reaccdo de Hantzsch), na qual se forma 1,4-DHP (1,4-
dihidropiridina dicarboxilato). A formacéo de 1,4-DHP da uma coloracdo amarela ao meio
reaccional e permite a quantificacdo por espectrofometria, pela leitura de absorvancia a
412nm. [75]

O meio reaccional era constituido por: 0,5 mL de sobrenadante; 0,5 mL de uma
solugdo NalO4 0,1M e HCI 0,1M; 0,5 mL de uma solucdo Ramnose 1,0 g.L™%; 1,0 mL de
uma solucdo Acetato de Amonio 1,0 M, Acido acético glacial 0,05 M e Acetilacetona 0,02
M. A reacc¢do ocorria por 1h a 60°C e a leitura realizada em placas de 96 pocos. Todas as
amostras necessitaram de uma diluicdo apropriada para quantificacdo, entre 1:200 (v/v) e
1:600 (v/v).

A quantificacdo do sorbitol foi realizada pelo mesmo método. A quantificacdo de
sorbitol com o kit enzimético BioVision® D-Sorbitol Colorimetric Assay Kit ndo foi
possivel. O objetivo da utilizacdo do kit enzimatico era quantificar apenas o sorbitol em
amostras que contivessem sorbitol e glicerol. Nestas amostras, o valor obtido pelo método
colorimétrico apenas representa, em valores de absorvancia, o total de polidis presentes,
ndo permitindo determinar a concentracdo de cada um deles.

Foram determinadas varias curvas de calibracdo, variando a proporgédo

glicerol/sorbitol (m/m) numa gama de concentracdo total de poli6is entre 0,5 g.L™ e 20,0
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g.L™. Foram ainda determinadas duas curvas de calibracdo nas quais se manteve a
concentracdo de glicerol constante (10,0 g.L™) com a concentracio de sorbitol a variar
entre 0,5 g.L™ e 20,0 g.L™ e se manteve a concentragdo de sorbitol constante (10,0 g.L™)
com a concentracdo de glicerol a variar entre 0,5 g.L™ e 20,0 g.L ™. Todas as solugdes
preparadas na gama de concentragcbes indicada foram diluidas 1:600 (v/v) para
quantificagéo.

3.8. Determinacéo de parametros de cultivo

Com os dados obtidos, foram determinados varios parametros de cultivo. Entre estes,
a velocidade especifica de crescimento p (h™) (Equacéo 2), a concentracdo de scFv anti-
LDL(-) (mg.L™"), a produtividade especifica (Prod. Esp.) (mg.g?), produtividade
volumétrica (Prod. Vol.) (mg.h™L™) e o factor de rendimento biomassa/substrato Y’xss
(9X.gS™) (Equagdo 3).

InX = ut (Equacéo 2)
Xo

AX .
Y'x /s = a5 (Equacdo 3)

X é a concentracéo de biomassa (g.L™), X, é a concentracio inicial de biomassa (g.L"
1, t o tempo (h), AX a variacdo da concentracdo de biomassa (g.L™), e AS a variacéo de
concentracdo do substrato (g.L™).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Alimentacdo escalonada de glicerol e sorbitol na fase de inducéo

Num estudo inicial, foram determinadas as concentracdes celulares dos cultivos das
diferentes condicBes (controlo, gli, gli/sor e sor), ao longo de 120h de tempo total de
cultivo. A guantidade de scFv anti-LDL(-) produzido foi determinada pela quantificacédo de
proteinas totais das amostras purificadas por cromatografia de afinidade IMAC. Nas 24h
iniciais o meio de cultivo (BMGY) é comum a todos os cultivos, e apenas na fase de
inducdo da expressdo do scFv anti-LDL(-) as diferentes condi¢Ges foram estabelecidas,

pela adicao das diferentes fontes de carbono.

4.1.1. Crescimento celular

As primeiras 24h correspondem a fase de crescimento exponencial das células
(Figura 2). A taxa especifica de crescimento méxima nesta fase foi de pms=0,11h™. Apés
24h de cultivo a densidade celular era 8,4 + 0,7 g.L"" (Figura 3). Pela observacdo do
grafico da Figura 2, verifica-se que a partir das 24h de cultivo, o crescimento celular é mais
lento e, no caso dos cultivos controlo, aos quais foi adicionado apenas metanol na fase de
inducdo, verifica-se morte celular apds as 48h, com uma taxa especifica de morte celular
de 0,0037h™, pela diminuicéo da concentracdo celular no meio de cultivo (Figura 3). Isto
pode ser devido ao stress causado as células pela elevada concentracdo de metanol no meio
para inducdo da producdo da proteina heteréloga. [1] Isto é ainda evidenciado pelo facto de
o crescimento celular entre as 24h e 48h ser mais lento do que os verificados para os outros
cultivos (Figura 2) e, no final do cultivo, a concentracdo celular ser inferior aquela que se
obteve no final da fase de crescimento exponencial, 7,4 + 0,9 gL' e 84 + 0,7 g.L™,
respectivamente (Tabela 6).
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Figura 2 - Gréfico representativo do crescimento celular, ao longo de 120h de cultivo,
nas diferentes condigdes testadas. Log X: Logaritmo da concentracédo de biomassa.

No que diz respeito aos cultivos aos quais foram adicionados glicerol e/ou sorbitol,
verifica-se, pela observacdo do grafico da Figura 2, crescimento entre as 24h e 48h
superior aquele que é verificado apds essa hora, o que pode ser justificado pela entrada na
fase estacionaria de crescimento por parte das células, pelo facto de o metabolismo destas
estar a ser direccionado para a producdo da proteina heterdloga induzida pela presenca da
elevada concentracdo de metanol no meio e ainda por, numa fase mais avancada do
cultivo, a morte celular comecar a ser significativa. Um méaximo de concentragdo celular
foi obtido na condicdo gli, com uma concentracdo total de células no final do cultivo de
15,6 + 1,1 g.L™* (Tabela 6) As concentracdes celulares apresentadas pelas condicdes gli/sor
e sor no final do cultivo foram de 14,3 + 1,2 g.L™" e 13,1 + 0,8 g.L™, respectivamente
(Tabela 6).
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Figura 3 — Graéfico representativo do crescimento celular, ao longo de 120h de
cultivo, nas diferentes condiges testadas.

No final do processo, verificou-se a perda de cerca de 5% do volume reaccional, o
que pode ser devido a evaporacdo do metanol, da dgua do meio e ainda de alguns
compostos, como o etanol, produzidos por fermentacdo, que pode ter ocorrido devido a

limitacdo de arejamento dos frascos.

4.1.2. Producéo de scFv-anti-LDL(-)

A fase de producéo de scFv anti-LDL(-) decorreu ao longo de 96h. A purificacédo foi
realizada por cromatografia de afinidade IMAC e, posteriormente, foi determinada a
concentracdo de proteinas totais nas amostras purificadas.

Como vem descrito nos resultados apresentados na Tabela 6, a operacdo em modo de
alimentacdo escalonada, na fase de indugdo, com a adicdo de uma fonte de carbono
adicional ao metanol resultou num aumento na producdo do fragmento de anticorpo. Apds

96h de inducdo, a concentragdo de scFv anti-LDL(-) de 122,8 + 13,8 mg.L™ apresentada
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nas condigdes controlo é 15,0% a 17,0% inferior a verificada nos cultivos das condi¢des
gli, gli/sor e sor. No cultivos gli obteve-se um méximo de concentracdo de scFv anti-
LDL(-) de 148,7 + 18,3 mg.L™ (Tabela 6). No entanto, as diferencas de produtividade
obtidas entre as condicdes em estudo (gli, gli/sor e sor) ndo sdo significativas, tendo em
conta o erro associado (Tabela 6), sendo que em termos de produtividade volumétrica, os
valores obtidos para as condicBes em estudo se equivalem, na ordem dos 1,2 mg.h™t.L*
(Tabela 6). No que diz respeito a produtividade especifica, o valor mais elevado foi obtido
nos cultivos controlo, o que se justifica por estes apresentarem menor concentracdo celular
(cerca de 50,0%), comparativamente aos outros cultivos. Neste sentido, o facto de haver
menor producdo por parte dos cultivos que utilizam apenas o metanol como fonte de
carbono, comparativamente aqueles que utilizam o glicerol ou o sorbitol, pode ser
compensado pela menor quantidade de células no meio de cultivo e pelo facto de o meio
ser menos complexo. Isto é, menor concentracdo de células no meio de cultivo pode
apresentar vantagens, nomeadamente em termos de consumo de substrato e ainda, no que
diz respeito aos processos downstream, ou seja, nos processos de clarificacdo do meio e
posterior purificacdo da proteina de interesse. Maior concentracdo celular pode implicar
maior libertacdo de componentes celulares, entre os quais, proteases, resultantes da morte e
consequente lise celular. No entanto, na literatura relativamente a processos que utilizam a
P. pastoris como sistema de expressao, produtividades volumétricas em operacGes com

densidades celulares mais elevadas sao preferiveis.

Tabela 6 — Resultados obtidos no estudo de produgdo de scFv anti-LDL(-). |: taxa
especifica de crescimento, na fase de inducédo, entre as 24h e 120h de cultivo; [scFv anti-
LDL(-)]: Concentracéo final de scFv anti-LDL(-).

Biomassa 4y [ScFvanti-LDL(-)] Prod. Vol. Prod. Esp.
@ty M) morh T (mghih)  (mog?)
controlo 74+09 * 122,8 + 13,8 1,0+01 16,5+1,9
gli 155+11 0,0036 148,7 + 18,3 1,2+0,2 96+1,2
gli/sor 143+1.2 0,0025 1412+ 14,4 1,2+0,1 99+11
sor 13,1+0,8 0,0025 1459 + 23,8 1,2+0,2 111+18

*No caso dos cultivos controlo, ndo se verificou crescimento celular mas antes morte celular
(0,0037h™).
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Comparativamente aos valores de produtividade descritos na literatura para a producgéo de
fragmentos scFv, apresentados na Tabela 3, os resultados obtidos neste estudo em frasco
evidenciam a capacidade de produgdo deste tipo de moléculas por P. pastoris. A producdo do
fragmento scFv anti-LDL(-) de cerca de 148 mg.L™ equivale-se aos resultados obtidos por Maeng
et al. [9] (150 mg.L™") e Kogelberg et al. [18] (115 mg.L™) (Tabela 3). No que diz respeito aos
resultados apresentados na literatura para a producdo de proteinas heter6logas em operagdo com
alimentagdo escalonada de fontes de carbono complementares ao metanol na fase de inducéo de
producdo, os resultados obtidos neste estudo apresentam melhores valores de produtividade quando
comparados com os apresentados por Rahbarizadeh et al. [60], de 10-15 mg.L™ do fragmento de
anticorpo anti-MUC1 VHH (Tabela 2). De referir ainda que estes resultados foram obtidos para
cultivos realizados em frasco Erlenmeyer sem arejamento e que o controlo operacional neste tipo

de operagdes é reduzido, de modo que melhores resultados sdo expectaveis em bio-reactor arejado.

4.2. Cultivos em Bio-reactor

As condigdes gli/sor e sor testadas em frasco foram reproduzidas em bio-reactor
arejado de modo a verificar a viabilidade e reprodutibilidade das mesmas condi¢des no
aumento de escala do processo de producdo de scFv anti-LDL(-). Foram determinadas as
concentracdes celulares ao longo do cultivo, assim como a quantidade de substrato
consumido e de produto formado.

4.2.1. Crescimento celular

Na Figura 4 observa-se que a fase de crescimento exponencial tem a duracdo de
aproximadamente 6h. A velocidade especifica de crescimento neste periodo, de 0,43h™
(Tabela 7) é cerca de 4 vezes superior a apresentada pelos cultivos em frasco, nas 24h de
fase de crescimento celular. Ao fim de 24h de cultivo, a densidade celular alcancada foi
cerca de 16 g.L™* (Tabela 7), aproximadamente o dobro da densidade celular apresentada
pelos cultivos em frasco, apds crescimento durante igual periodo. O crescimento celular
mais rapido pode ser devido ao facto de o oxigenio ja se encontrar mais disponivel e a
agitacdo realizada pelas pas do bio-reactor permitir uma homogenizacdo mais adequada do

meio de cultivo.
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Figura 4 — Gréfico representativo do crescimento celular nas primeiras 24h de cultivo,

em bio-reactor.

De acordo com o que vem descrito na Tabela 7, a velocidade de crescimento
especifica nas primeiras 6h de cultivo é cerca de 4 vezes superior a verificada nas 6h
seguintes. Isto pode ser devido a diminuicdo do glicerol disponivel ou pela entrada na fase

estaciondaria de crescimento.

Tabela 7 — Velocidade especifica de crescimento (u) e Biomassa total produzida (g) por
Litro, nas primeiras 24h de cultivo, em bio-reactor. t: intervalo de tempo de cultivo.

t(h)y p(h™*) Biomassa(g.L™)

0-6 0,43 72+23
6-12 0,10 135+23
12-24 0,02 16,5+1,2

Na fase de inducdo, as amostras eram recolhidas a cada 24h. Pela observagdo do
gréfico da Figura 5, verifica-se um crescimento relativamente constante a partir das 24h
para ambas as condi¢Bes de cultivo. As velocidades especificas de crescimento estdo

descritas na Tabela 8, sendo que, para a condicdo gli/sor esta é ligeiramente superior em
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relagdo a verificada nos cultivos sor. O méaximo de concentracéo celular no final de cultivo
foi obtido nos cultivos gli/sor, com densidades celulares na ordem das 30 g.L™* (Tabela 8).

As densidades celulares obtidas sdo, no entanto, mais baixas que as descritas na
literatura para a estirpe SMD1168, na ordem dos 130 g.L™* [34] e 165 g.L ™ [76] em estudos
realizados por Jahic et al. [34, 76].
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Figura 5 — Gréfico representativo das curvas de crescimento celular, ao longo de 120h
de cultivo, em bio-reactor, nas diferentes condigdes testadas.

Pela observacdo do gréfico da Figura 5, nota-se que a adicdo, na fase de inducéo, de
uma fonte de carbono em simultineo com o metanol resulta num crescimento
relativamente constante ao longo do tempo de cultivo, com velocidades de crescimento
especificas de 0,0055h™ e 0,0061h™ apresentadas pelos cultivos das condicdes sor e
gli/sor, respectivamente (Tabela 8). Este crescimento resulta em concentracdes celulares
cerca de duas vezes superior as verificadas em frasco, para as mesmas condi¢6es. O facto
de se verificar um crescimento relativamente constante ao longo do tempo evidencia a

possibilidade de operagcdo ao longo de periodos de tempo superiores ao testado neste
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estudo, o que pode ser vantajoso no que diz respeito a obtencdo de maiores densidades

celulares e, inclusive, a uma maior produgéo de scFv anti-LDL(-).

Tabela 8 — Velocidade especifica de crescimento (1) e Biomassa total produzida (g) po
litro, na fase de inducéo (entre as 24h e 120h)

u(h?)  Biomassa (g.L™)
sor 0,0055 27,1+1.3
gli/sor  0,0061 30,8+1,0

4.2.2. Consumo de Substrato

4.2.2.1. Determinagéo das curvas de calibragio

A determinacdo das curvas de calibracdo foi efectuada pelo método colorimétrico
descrito no capitulo 3. Foram determinadas vérias curvas de calibracdo, nas quais se fez
variar a razdo massica glicerol/sorbitol, numa gama de concentracdes totais dos poliois
entre 0,50 e 20,0 g.L™*. Todas as solucdes foram diluidas com factor de diluicdo 600 para
quantificacdo. Os valores de Absorvancia 412nm foram determinados pela multiplicagdo
do valor real de absorvéncia pelo factor de diluicéo.
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Figura 6 - Curvas de calibracdo das solugdes com diferentes racios glicerol:sorbitol.
glicerol:sorbitol 1:0 (m/m) ; m glicerol:sorbitol 0,75:0,25 (m/m); A glicerol:sorbitol 0,50:0,50
(m/m)j; e glicerol:sorbitol 0,25:0,75 (m/m); + glicerol:sorbitol 0:1 (m/m).

Os declives das curvas de calibracdo decrescem de acordo com o aumento da
proporcdo de sorbitol (Figura 6). O declive da curva de calibragdo correspondente a
glicerol:sorbitol 1:0 (m/m) (my=17,09) é aproximadamente o dobro do declive apresentado
pela curva de calibracdo correspondente a glicerol:sorbitol 0:1 (m/m) (ms=7,82) . Isto
evidencia que, na reaccdo de formacdo de formaldeido, o glicerol é oxidado e formam-se
duas moléculas de formaldeido enquanto que na reac¢do de oxidacdo do sorbitol s6 se
forma uma. Desta forma, foi verificada a linearidade no decréscimo do declive da curva de

calibracdo com o aumento da proporc¢éo de sorbitol (Figura 7).
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Figura 7 - Decréscimo linear do declive das curvas de calibracdo das solucdes
glicerol:sorbtiol de acordo com o aumento da proporcéo do sorbitol

N&o é possivel quantificar por este método as concentracdes de glicerol e sorbitol em
amostras que contenham ambos. De forma a que fosse possivel a quantificacdo destes nas
amostras dos cultivos gli/sor, nos quais sdo adicionados glicerol e sorbitol em simultaneo
na fase de inducdo, foram determinadas duas curvas de calibracdo: numa, manteve-se a
concentracdo de glicerol constante em 10,0 g.L ™" e variou-se a concentracéo de sorbitol.
Noutra, manteve-se constante a concentracdo de sorbitol em 10,0 g.L™ e fez-se variar a
concentracdo de glicerol. Desta forma, e com a determinacdo da concentracdo do sorbitol
nas amostras utilizando o kit enzimatico, seria possivel a quantificacdo de ambos os polidis

na mesma amostra, de acordo com a Equacéo 4:
Ab5412nm = mch + mzcs (Equagéo 4)

Na qual, m; e m; representam os declives das curvas de calibracdo com variacdo da
concentracéo de glicerol e sorbitol, respectivamente, Cs a concentragdo de Glicerol e Cs a
concentracdo de Sorbitol (Figura 8). Determinado o valor de absorvancia da amostra, e a
concentragdo de sorbitol utilizando o kit enzimatico, seria possivel, entdo, determinar a

concentracdo de glicerol. No entanto, o kit enzimatico ndo se encontrava nas melhores
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condigdes de utilizacdo, a quantificacdo do sorbitol ndo foi possivel e, consequentemente, a
determinacéo das concentracdes de glicerol e sorbitol nas amostras ndo pdde ser realizada.
Assim, ndo foi possivel determinar o comportamento de consumo destes substrato nos

cultivos de P. pastoris.
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Figura 8 - Curvas de calibragio das solugdes: m concentracdo de sorbitol 10,0 g.L™
constante e variagdo da concentracdo de glicerol; # concentracdo de glicerol 10,0 g.L™*
constante e variacdo da concentracao de sorbitol.
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4.2.2.2. Consumo de substrato nos cultivos em bio-reactor

Glicerol (g.L?)

0 6 12 18 24
Tempo de cultivo (h)

Figura 9 - Grafico representativo do crescimento celular (linha a azul) e consumo de

glicerol (linha a preto), nas primeiras 24h de cultivo, em bio-reactor.

O gréfico da Figura 9 ilustra o consumo de glicerol ao longo das primeiras 24h de
cultivo assim como o crescimento celular. O consumo de glicerol deu-se, maioritariamente,
entre as 6h e 20h de cultivo. A partir desta hora a sua concentra¢do no meio era residual. A
diminuigdo da velocidade de crescimento verificada entre as 20h e 24h pode dever-se ao
facto de o glicerol ndo estar disponivel neste periodo. Nas primeiras 6h de cultivo, o
escasso consumo pode ser justificado com a necessidade das células se adaptarem ao novo
meio de cultivo no inicio do cultivo, a fase lag de crescimento. No entanto, os dados
obtidos ndo sdo conclusivos, dado que so se avaliaram as concentragcdes de biomassa no
inicio e no final das primeiras 6h de cultivo, logo uma monitorizacdo do crescimento
celular ao longo do tempo seria adequada para determinar com maior rigor a curva de

crescimento da levedura. O factor de rendimento biomassa/substrato (Y’xs), que relaciona
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a biomassa formada (X) por substrato consumido (S), neste caso, glicerol, para esta fase,
foi de Y’xs=1,3 gX.gS™.
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Figura 10 - Grafico representativo do crescimento celular (linha a cinzento), consumo
de glicerol nas primeiras 24h de cultivo (linha a preto) e da concentragédo de sorbitol na fase
de inducéo, entre as 24h e 120h de cultivo (linha a azul escuro), nos cultivos realizados em

bio-reactor na condig&o sor.

Pela observacdo do grafico da Figura 10, verifica-se um consumo quase total do
sorbitol disponivel entre as 24h e 48h, no entanto a partir desse periodo o sorbitol comegou
a acumular-se no meio de cultivo, sugerindo que a taxa de consumo do mesmo diminuiu
significativamente ao longo do tempo. Isto pode ser explicado pelo aumento da densidade
celular, o que aumenta a resisténcia a transferéncia de massa. [64] O mesmo
comportamento foi verificado nos cultivos gli/sor, como é ilustrado no gréfico da Figura

11. Os resultados apresentados por Jungo et al. [58], nos estudos realizados em que testou
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a adicdo de sorbitol e metanol na fase de inducdo, verificou que o sorbitol ndo era
totalmente consumido, e acumulava no meio, ao contrario do que acontecia com o metanol.

A acumulacdo do sorbitol ao longo do tempo de cultivo sugere que este pode ser
adicionado em menores quantidades sendo que um estudo da concentragao Optima deve ser
efetuado. O factor de rendimento biomassa/substrato obtido para os cultivos nas condi¢des
sor, na fase de produgdo, foi de Y’ x/s=0,56 gX.gS'l.

No que diz respeito aos cultivos realizados na condicao gli/sor, também se verifica
acumulacdo do substrato (Figura 11). No entanto, os valores sdo apresentados em unidades
de absorvancia a 412nm (UAbs412nm), dado que a quantificacdo do glicerol e sorbitol
individualmente ndo foi possivel. Estudos posteriores poderdo ser realizados de modo a
determinar se o consumo destes € simultdneo ou sequencial. A maior densidade celular
obtida nesta condi¢do, comparativamente aos valores obtidos em sor, sugere que a
utilizacdo de glicerol na fase de inducéo traz vantagens no que diz respeito a obtencdo de

elevadas densidades celulares.
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Figura 11 - Grafico representativo do crescimento celular (linha a verde) e
concentracdo de glicerol e sorbitol na fase de inducéo, entre as 24h e 120h de cultivo (linha a
laranja), nos cultivos realizados em bio-reactor na condic&o gli/sor.
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A quantificacdo do scFv anti-LDL(-) ndo foi possivel, sendo que ap6s purificacdo
ndo era detectavel a presenca de proteina na amostra purificada. Daqui se propfe néo ter
ocorrido producdo nas condi¢Oes estabelecidas em bio-reactor. A perda de cerca de 35% do
volume de cultivo ao longo das 120h de operacdo, evidencia a evaporacdo de componentes
no meio, tal como se tinha verificado nos cultivos realizados em frasco. No entanto, esta
perda de volume foi significativamente mais elevada, de 5% para 35%. A perda de volume
por evaporacdo de compostos volateis, como o0 metanol, pode ter influéncia na producéo da
proteina heter6loga na medida em que, no caso de ocorrer a evaporacdo do metanol, este ja
ndo se encontrar disponivel no meio para inducdo da producdo. A diminuicdo do volume
reaccional implica também uma maior resisténcia as transferéncias de massa, pelo aumento
da concentracdo de solidos suspensos, como as proprias células. No entanto, estudos mais
detalhados necessitam ser realizados de forma a confirmar estes pressupostos. De ressalvar
ainda que, dada a perda de volume reaccional por evaporagdo, algumas condicdes de
operacdo podem ser alteradas, nomeadamente a agitacdo menos vigorosa, o caudal de

arejamento mais baixo ou ainda a operacdo a temperaturas mais baixas que 30°C.

4.3. Analise da influéncia da adicao de Casaminoacidos e PMSF

Para estudar a influéncia da adicdo ao meio de cultivo de Casaminoacidos e PMSF
para producdo de scFv anti-LDL(-) foi realizado um planeamento factorial de 32 com 4
repeticdbes do ponto central. Os ensaios efectuados e o0s respectivos valores de
produtividade estdo descritos na Tabela 9.

Os melhores resultados foram obtidos nos cultivos 3 e 4, aos quais foram
adicionados casaminoécidos na maior concentracdo (40,0 g.L™), independentemente da
concentracdo adicionada de PMSF. Isto sugere que a adi¢cdo de casaminoacidos tem maior
influéncia na producéo de scFv anti-LDL(-) do que a adi¢do do PMSF. Estes resultados séo
expectaveis na medida em que a adicdo de casaminoacidos ¢ uma suplementacdo de azoto
adicional, favorecendo desta forma a producdo de proteinas e diminuindo, inclusive, a

necessidade da célula em produzir proteases. [32, 34, 38]
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Tabela 9 - Tabela descritiva das condi¢fes de cultivo e respectivos valores de
concentracdo de scFv anti-LDL(-) (mg.L™) do planeamento factorial 3* com 4 repeticdes do
ponto central para analise da influéncia da adi¢do de casaminoacidos e PMSF ao meio de
cultivo de P. pastoris para producéo de scFv anti-LDL(-)

Cultivo : Varl.avels [scFv anti-LDL(-)] (mg.L™)
Casaminoacidos PMSF
1 -1 -1 30,2
2 -1 +1 45,2
3 +1 -1 57,7
4 +1 +1 53,1
5 0 -1 46,4
6 0 +1 51,1
7 -1 0 34,5
8 +1 0 45,0
9 0 0 30,7
10 0 0 33,5
11 0 0 33,9
12 0 0 31,1

No que diz respeito ao PMSF, pela anélise dos resultados obtidos nos cultivos 2 e 6
(Tabela 9), aos quais foi adicionado na maior concentracdo, verifica-se que a sua adi¢ao
resulta numa maior concentracdo de scFv anti-LDL(-) no final do cultivo
comparativamente aos resultados obtidos nos pontos centrais (cultivos 9-12) (Tabela 9), no
entanto menor que os valores obtidos para a adi¢do de casaminoacidos nos cultivos 3 e 4
(Tabela 9). Estes resultados podem ser explicadas na medida em que o PMSF pode ndo ter
accdo efectiva pelo facto de a estirpe utilizada neste estudo, a Pichia pastoris SMD1168,
ser uma estirpe deficiente em proteases. No entanto, estes dados ndo sdo conclusivos no
que diz respeito a utilizacdo de outros inibidores proteoliticos, por um lado porque o PMSF
é, essencialmente, um inibidor de proteases serinicas [77] e, por outro, por ndo ter sido
realizada a determinacdo da actividade proteolitica no meio extracelular, ndo se pode
afirmar que ela ndo exista apenas pelo facto de que a adicdo de PMSF néo se revelar
significativamente influente. Outras classes de proteases podem estar presentes e a sua

actividade continuar na presenca de PMSF.
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Tabela 10 — Pardmetros da anélise de variancia (ANOVA) da produgéo de scFv anti-
LDL(-) de acordo com as variaveis Casaminoacidos e PMSF. SQ: Soma Quadratica; GL.:
Graus de Liberdade; MQ: Méda Quadratica.

Variagao SQ GL MQ Factorf Valorp
Casaminoécidos 352,5 2 176,2 63,8 0,003
PMSF 280,0 2 140,0 50,7 0,005
Casaminoacidos + PMSF 176,2 4 44,0 15,9 0,023
Erro 8,3 3 2,8
Erro total 1061,0 11

Pela andlise dos dados da Tabela 10, verifica-se que a adi¢cdo de casaminoacidos é a
variavel com maior influéncia (Valor p=0,003) na producdo de scFv anti-LDL(-). De
acordo com os resultados, a influéncia da adicdo de PMSF também é significativa (Valor
p=0,005), enquanto que a combinacdo de ambas as varidveis se revela menos influente do
que as variaveis em separado. Isto vem de acordo com o estabelecido anteriormente, em
que se verificou, pela anélise dos resultados apresentados na Tabela 9, que a producéo de
scFv anti-LDL(-) foi superior com a adi¢do de Casaminoé&cidos, independentemente da
adicdo de PMSF. Assim, pressupfe-se que a adicao de Casaminoacidos seja o aspecto mais
relevante na optimizacdo do processo de producdo. A influéncia menos significativa do
PMSF pode estar relacionada com o facto de, como referido anteriormente, a sua acgao
como inibidor proteolitico ndo ser necesséria, visto a estirpe utilizada ser deficiente em
proteases. Por apresentar baixa solubilidade e instabilidade em agua [77, 78] e o seu tempo
de meia vida ser relativamente curto (55min em solucdo aquosa, 25°C, pH 7,5), [78] pode
ndo ter accdo efectiva como inibidor proteolitco no meio aquoso de cultivo. A sua menor
influéncia pode estar ainda relacionada com a sua toxicidade e a do solvente (Isopropanol)
utilizado para preparar a solucdo de PMSF para adicionar ao meio de cultivo.

No entanto, deste estudo ndo é possivel determinar as condi¢bes dptimas de operacdo
no que diz respeito as variaveis em estudo, isto é, ndo € possivel determinar as
concentragcfes Optimas de Casaminoécidos e PMSF a adicionar ao meio de cultivo. Pelos
resultados obtidos apresentados nas Tabelas 9 e 10 e pela observagdo do Gréafico da Figura
12, que nos mostra a superficie de resposta do planeamento factorial, pode-se apenas
concluir que maior concentra¢do de Casaminodcidos e de PMSF séo favoraveis a produgédo

de scFv anti-LDL(-). No entanto, no que diz respeito a adicdo de PMSF e considerando o
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seu tempo de meio vida em meio aquoso, a sua utilizacdo pode ndo ser necesséria em

maior concentragdo que as utilizada neste estudo (2,0 mM), mas sim um intervalo de

tempo de adi¢do ao meio de cultivo menor que o utilizado, de 24h em 24h.
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Figura 12 - Superficie de resposta do planeamento 3? com 4 repeticdes do ponto central

da producao de scFv anti-LDL(-) de acordo com as variaveis Casaminoacidos e PMSF.
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5. Conclusoes

Os estudos de producdo em frasco de scFv anti-LDL(-) com alimentagéo escalonada
de sorbitol e glicerol complementares ao metanol resultaram em maior produgdo do
fragmento de anticorpo, comparativamente aos cultivos aos quais s € adicionado metanol
na fase de inducéo. A concentracdo maxima de scFv anti-LDL(-) obtida foi de 148,7 + 18,3
mg.L™ para os cultivos aos quais foi adicionado glicerol — gli. No entanto, as diferencas de
produtividade obtidas entre as condicbes em estudo (gli, gli/sor e sor) ndo sao
significativas, tendo em conta o erro associado, sendo que para os cultivos gli/sor e sor os
valores obtidos foram, respectivamente, 141,2 + 14,4 mg.L" e 1459 + 23,8 mg.L™. Um
maximo de concentracdo celular foi obtido na condigdo gli, com uma concentracao total de
células no final do cultivo de 15,6 + 1,1 g.L™. As concentracdes celulares apresentadas
pelas condicBes gli/sor e sor no final do cultivo foram de 14,3 + 12 gL’ e
13,1 + 0,8 g.L ™, respectivamente. Assim, conclui-se que a adicdo de uma fonte de carbono
adicional na fase de indugdo é um parametro importante no processo de producao do scFv
anti-LDL(-) por Pichia pastoris. Mais estudos devem ser realizados de modo a determinar
as concentracdes optimas de alimentacdo do glicerol e/ou sorbitol para producdo do scFv
anti-LDL(-).

Os ensaios realizados em bio-reactor para producdo de scFv anti-LDL(-) ndo foram
bem sucedidos no que diz respeito ao estudo da producgéo, dado que ndo foi observada a
presenca do fragmento nas amostras purificadas. No que diz respeito ao crescimento
celular, foi observada uma fase exponencial de crescimento nas primeiras 6h de cultivo,
com taxa especifica de crescimento maximade pms=0,43h™. O maximo de concentracio
celular ao fim de 120h de cultivo foi obtido nos cultivos aos quais era adicionado glicerol e
sorbitol (gli/sor), com 30,8 + 1,0 g.L!, sendo que os cultivos aos quais foi adicionado
sorbitol (sor) apresentaram uma concentracgdo celular final de 27,1 + 1,3 g.L™. Os valores
de concentracdo celular no final dos cultivos em bio-reactor foram cerca de 2 vezes
superiores aos resultados obtidos em frasco nas mesmas condigdes. O factor de rendimento
biomassa/substrato obtido na fase de crescimento de biomassa, ou seja, nas primeiras 24h
de tempo de cultivo, foi de Y’x;s=1,3 gX.gS™. Para os cultivos nas condicBes sor, na fase
de produgio, foi de Y’x/s=0,56 gX.gS™.
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No estudo realizado segundo o planeamento factorial 3% com 4 repeticées do ponto
central, de modo a avaliar a influéncia na producdo de scFv anti-LDL(-) da adi¢do de
casaminoacidos e PMSF, verifica-se que a adicdo de casaminoacidos € a variavel com
influéncia mais significativa e a sua presenca no meio de cultivo induz uma maior
producdo de scFv anti-LDL(-).

Assim, correspondendo ao objectivo geral do projecto, foi verificada a capacidade de
producdo de proteinas heterélogas por Pichia pastoris. Um aumento de producdo de scFv
anti-LDL(-) foi alcancado com a adicdo de glicerol e sorbitol em modo de alimentacao
escalonada na fase de inducdo e a adicdo de casaminoacidos ao meio de cultivo revelou-se

vantajosa no processo de producao.
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6. Perspectivas Futuras

Como perspectivas futuras, a analise em bio-reactor das condi¢des testadas com
producéo efectiva de scFv anti-LDL(-) pode ser realizada. A combinagdo dos efeitos da
adicdo de glicerol e sorbitol em modo de alimentacdo escalonada na fase de inducédo e a
presenca de casaminoacidos no meio de cultivo pode ser também objecto de estudo com
vista a uma maior produgdo de scFv anti-LDL(-) e obtencdo de maiores densidades
celulares. A operacdo em bio-reactor podera ser realizada com condicdes de arejamento,
agitacdo e temperatura mais baixas que as utilizadas neste estudo, com vista a uma
producdo de scFv anti-LDL(-) com menor perda de volume reaccional.

No que diz respeito ao fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-) produzido, analises
de estrutura e actividade devem ser conduzidas com o intuito de avaliar as possibilidades
de utilizacdo desta proteina recombinante para fins de diagndstico e/ou terapéuticas, de
interesse ndo s6 para a Inddstria Farmacéutica como também para a populacdo em geral, e

em especial para os que sofrem da doenca aterosclerose.
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8. Anexos
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Figura 1 — Curva de calibracéo da quantificacio de proteina
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