UFSCar — UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Valdemir Moretto Cardoso

PRODUCAO DE PROTEINA RECOMBINANTE A DE
SUPERFICIE DE PNEUMOCOCO EM Escherichia coli: ANALISE
ECONOMICA E INFLUENCIA DA PLATAFORMA DE
EXPRESSAO

Sao Carlos - SP
2019



UFSCar — UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Valdemir Moretto Cardoso

PRODUCAO DE PROTEINA RECOMBINANTE A DE
SUPERFICIE DE PNEUMOCOCO EM Escherichia coli: ANALISE
ECONOMICA E INFLUENCIA DA PLATAFORMA DE
EXPRESSAO

Tese apresentada a Banca Examinadora do
Programa de Pods-Graduacdo em Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos,
atendendo ao requisito para a obtencdo do titulo de
Doutor em Engenharia Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Teresa Cristina Zangirolami

Sao Carlos - SP
2019



Cardose, Valdemir Moretio

PRODUCAD DE PROTENA RECOMBINANTE A DOE SUPERFICTE
DE FNEUMOCOCD EM Escherichia coli: ANATISE EOONOMICA E
INFLUENCIA DA PLATAFORMA DE EXPRESSAD | Valdemsir Moretto
Cardosa. — 3019,

165£ ;30 cm

Tese (douterade)-Universidade Federal de Sao Carlos, campus 530 Carlos,
530 Carlos

Orientador: Profa. Dra. Teresa Cristina i

Banca examinadora” Profa. Dra. Tm&mihngmlamm Viviane
Maimeni Gongalves, Prof. Dr. Alvaro de Batista Neto, Prof Dr. Adilsen Fosé
da Silva, Prof. Dr. Buy de Sousa Fimier

Bibliografia

1. Analise econdmica de processo. 2. Biomeator. 3. ClearColi, I
Orientador. I Universidade Federal de Sao Carles. I Tirulo.

Ficha catalografica elsborada pel Programa de (Geracio Automarica da Secretaria Geral de Informeatica (S).
DADOS FORNECIDOS PELO(A) AUTOR(A)
Bibliotaciriofa) Respomsivel: Roaildo Santos Prado - CRE/E 7325



MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE TESE DE VALDEMIR
MORETTO CARDOSO APRESENTADA AO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO
EM ENGENHARIA QUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS, EM
24 DE JULHO DE 2019.

BANCA EXAMINADORA:

....,\ z’m .
Teresa ristina gir Iam|

Orientadora, UFSCar

|

1} MW e, M o0 /3 />
Viviane Maimonl Gb calves
Instituto Butantan

Lba a p, ,\)*U‘kd

Alvaro de Baptista Neto
UNESP

/ ~
o A }AQM
Adilson José da Silva
UFSCar

Ruy de Sousa Junior
UFSCar



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha mulher e ao meu filho,
por me motivarem e estarem sempre comigo.



AGRADECIMENTOS

Primeiro agradeco a Deus, a Jesus e a santissima mae Maria, pela minha vida e
por todas as oportunidades recebidas ao longo dela.

A minha mulher e ao meu filho por todos os momentos que compartilhamos
juntos, pela paciéncia e compreensao nos momentos que estive ausente, para executar as
atividades ligadas a este trabalho.

Aos meus familiares mais proximos (pais, irmaos, sogros e cunhada) pela
preocupacio e torcida, para que esse doutorado fosse bem-sucedido.

A Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), ao programa de pos-
graduacdo de Engenharia Quimica (PPGEQ), a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) e a Fundacdo de Amparo e Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP), pela disponibilizacdo de suas instalagdes para o aprendizado, pelo meu ingresso
no programa de doutorado e pelo suporte financeiro.

Em relacdo as atividades desenvolvidas neste doutorado, preciso agradecer
muito a minha orientadora Profa. Dra. Teresa Cristina Zangirolami, que me acolheu e apoiou
no desenvolvimento do novo tema do doutorado nesses trés Ultimos anos contribuindo ndo
somente para o aprimoramento do trabalho, mas também para o meu crescimento pessoal e
profissional.

Agradeco também a todos os docentes e técnicos do departamento de
engenharia quimica da UFSCar, que sempre se mostraram dispostos a sanar didvidas e pelo
suporte nos momentos de necessidade. Em especial aos professores doutores Antonio Carlos
Luperni Horta e Adilson José da Silva, que apoiaram as atividades experimentais nos
laboratdrios sob as suas responsabilidades, Marco Giulietti, meu falecido ex-orientador, José
Maria Bueno e Edson Luiz Silva, pelo suporte € amparo em minha transi¢do de temas no
doutorado.

Aos amigos e colegas de PPGEQ pelo convivio durante todo o periodo do
desenvolvimento da minha pds-graduacio, destacando Gilson Campani Jr., Cintia R. Sargo,
Sheyla A. H. Paredes, Thiago Mesquita, Matheus Harth, pelos ensinamentos, esclarecimentos
de duvidas e envolvimento em atividades que apoiaram o término desse doutorado.

Ao Instituto Butantan, representado pela pesquisadora Dra. Viviane Maimoni
Gongalves, pela parceria académica, sugestdes e atividades experimentais complementares

que permitiram o aperfeicoamento dessa Tese.



RESUMO

As infec¢des causadas pela bactéria Streptococcus pneumoniae constituem problemas de saude
publica no ambito nacional e mundial. A proteina de superficie A do pneumococo (PspA) é
reconhecida como um dos fatores de viruléncia desta bactéria e tem se destacado pelo seu desempenho
em cobertura e prote¢do quando presente em vacinas conjugadas ou de subunidades antigénicas. Para
a obtencdo em larga escala, PspA pode ser produzida por células da bactéria Gram-negativa
Escherichia coli geneticamente modificadas. Porém, as linhagens de E. coli comumente empregadas
como plataformas de expressdo de proteinas recombinantes produzem lipopolissacaridios (LPS), que
podem causar inflamacdes e outras reacdes adversas caso a presenca dessas endotoxinas em
formulagdes vacinais ndo seja reduzida, o que pode exigir o emprego de etapas adicionais de
purificacdo e contribuir para o aumento do custo do processo de produgdo da vacina. Em 2013, tornou-
se disponivel no mercado uma linhagem de E. coli BL21(DE3) conhecida como ClearColi®, a qual
sintetiza LPS geneticamente modificado, isento de atividade endot6xica. Contudo, o impacto do uso
de uma linhagem de E. coli detoxificada no processo de produgdo de PspA em biorreator, conduzido
sob diferentes estratégias de cultivo, ainda ndo havia sido estudado, sobretudo em termos econdmicos.
Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o processo de producdo de PspA4Pro, um
fragmento da PspA com potencial imunogénico, usando como plataformas de expressao células de E.
coli BL21(DE3) dos tipos convencional e ClearColi® transformadas com o plasmideo
pET37b(+)/pspAd4Pro. As melhores condi¢bes de temperatura, inducdo e composi¢cdo de meio
complexo observadas em shaker foram avaliadas em biorreator, nos modos de operacdo batelada e
batelada-alimentada, para buscar a intensificacdo da produgdo de PspA4Pro. Cultivos em biorreator
utilizando meio definido também foram realizados para comparacdo. J4 os estudos com E. coli
BL21(DE3) convencional focaram principalmente na avaliacdo de um extrato elaborado a partir de
suplemento de proteina de soja para consumo humano como fonte de nitrogénio alternativa e foram
realizados em shaker e biorreator (31 °C, autoindug¢do com lactose). Nos experimentos, o crescimento
da biomassa foi acompanhado por medidas de densidade 6ptica a 600 nm e de massa seca (MS); a
producdo de PspA4Pro foi determinada pela mensuragdo de proteinas totais (Bradford) e pela
realizacdo de eletroforese seguida por densitometria de banda; o consumo de glicerol e a formacao de
produtos metabdlicos foram avaliados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A partir dos dados
obtidos de cultivos em biorreator com E. coli convencional (nove cultivos), que exploraram diferentes
estratégias de producdo de PspA4Pro (meio complexo e definido, inducdo por lactose ou IPTG e
diferentes temperaturas), e com ClearColi® (cinco cultivos), conduzidos sob diferentes meios,
concentracdes de IPTG e nos modos batelada e batelada-alimentada de produ¢do, uma metodologia
para a andlise econdmica do processo foi desenvolvida e aplicada, para avaliar o impacto de diferentes
condi¢cdes de processo nos gastos com componentes, energia elétrica e gases. Nas condicdes
estudadas, os resultados da analise econdmica dos cultivos com ClearColi® demonstraram que a
producdo de PspA4Pro em batelada simples foi mais econdmica que em batelada-alimentada, apesar
destes cultivos terem produtividades e concentragdes mais altas de proteina recombinante. Com
células convencionais a andlise mostrou que o uso de IPTG como indutor em maior escala foi
economicamente o mais vidvel, enquanto que os cultivos conduzidos & temperatura de 32 °C e em
meio definido levaram a menores custos; porém, verificou-se que o emprego de meio complexo para a
producdo de PspA torna-se economicamente mais favordvel se o preco da peptona (ou de fontes de
nitrogénio alternativas) for igual ou inferior a US$ 30,00/kg. O rendimento de PspA por biomassa
observado com ClearColi® (173+21 mgPspA/gMS) em cultivo em biorreator (32 °C, meio complexo e
inducdo por IPTG 0,70 mM) € equiparavel aos melhores valores com células convencionais. Contudo,
sob estratégias similares de producio, os custo diretos de processo com PspA4Pro usando ClearColi®
foram superiores. A utilizagdo da linhagem de E. coli detoxificada como plataforma para a fabricacdo
de produtos recombinantes se mostrou escalondvel e promissora. A escolha da melhor plataforma de
producdo de PspA e de estratégias eficientes para sua producdo depende da avaliacdo do impacto da
possivel simplificagdo do processo downstream sobre o custo da purificagdo, integrada a andlise do
desempenho da etapa de producdo em termos operacionais € econdmicos.

Palavras-chaves: batelada-alimentada, biorreator, intensificagdo de processo, PspA, ClearColi.



ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae diseases represent a widespread public health. Pneumococcal
surface protein A (PspA), which is recognized as one of the main virulence factors of this
bacterium, has gained relevance in coverage and protection when used as part of conjugated
vaccines or antigenic subunits. To a large scale offer, PspA may be produced by Gram-
negative bacteria genetically modified as Escherichia coli. Nevertheless, E. coli strains, which
are commonly wused as expression platforms of recombinant proteins, produce
lipopolysaccharides (LPS), an endotoxin that can cause adverse reactions whether it is present
in vaccine compositions. This fact may demand additional steps during protein purification
and contribute to increase process cost of this vaccine production. In 2013, a new E. coli
BL21(DE3) strain (ClearColi®) has been commercially available. This strain synthesizes a
genetically modified LPS, which is endotoxin-free. However, PspA production in such
organisms has not been assessed yet and the impact of different strategies of cultivation and
economical process implications are not known. Then, the present work had as objective to
evaluate PspA4Pro process production using ClearColi® and conventional E. coli BL21(DE3)
cells harboring the plasmid pET37b(+)/pspA4Pro as expression platforms to PspA4Pro, an
untagged fragment of PspA with immunogenic potential. The best conditions of temperature,
induction and complex medium composition evidenced in shaker flasks were evaluated in
bioreactor during batch and fed-batch modes in order to intensify PspA4Pro production.
Bioreactor cultivations using defined medium were performed for comparisons. Studies
involving conventional E. coli BL21(DE3) focused mainly on evaluating an ordinary extract
from soy supplement for human consumption as alternative nitrogen source in shaker and
bioreactor (31 °C, autoinduction with lactose) assays. During experiments, the biomass
growth was followed by optic density measures (600 nm) and dry cell weight (DCW);
PspA4Pro production was determined by measures of total proteins (Bradford) and by
proceeding electrophoreses followed by band densitometry; glycerol consumption and
metabolic products formation were evaluated by high performance liquid chromatography. In
order to assess the impact of different process conditions on component, energy and gases
expenses, it was developed and applied an economic analysis from 9 bioreactors cultivations
using conventional E. coli (in which were compared defined and complex media, lactose and
IPTG as inducers and temperatures from 27 to 37 °C) and cultivations using ClearColi® (five)
in different media, IPTG concentrations and operation modes (batch and fed-batch). Into the
studied conditions, the economic results demonstrated that PspA4Pro production in simple
batches may be more cost-effective than fed-batches, despite the latter have presented higher
recombinant protein titers and productivities. Economic results based on conventional cell
experiments showed that using IPTG as inducer in a higher scale was more viable, while
lower costs were obtained in cultivations at 32 °C using defined medium, even though
peptone (or alternative nitrogen sources) prices below US$ 30.00/kg turn the complex
medium the best choice. Although PspA-biomass bioreactor yield using ClearColi® (17321
mgPspA/gDCM at 32 °C with complex medium and induced by IPTG 0.70 mM) was the
same order of the best values as conventional cultivations, the ClearColi® protein direct costs
were the highest ones under similar production strategies. Endotoxin-free E. coli strain is
scalable and promising as an expression platform of recombinant proteins. The choices of the
best platform to produce PspA and the best strategy for it depend on evaluations of the impact
of downstream process simplification in purification cost together with the operational and
economic performance during production step.

Key-words: bioreactor, ClearColi, fed-batch, process intensification, PspA.
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Capitulo 1: Introducio

Até o ano de 2014 cerca de 250 produtos biolégicos recombinantes receberam
licencas nos mercados norte-americano e europeu, atingindo um total acumulado de vendas
no valor de US$ 140 bilhdes (WALSH, 2014). Estas proteinas recombinantes terapéuticas sao
usadas no desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de doencas (BAESHEN et al.,
2015). Quase um terco destes produtos foi produzido em plataforma de expressao utilizando
Escherichia coli (BERLEC; STRUKELJ, 2013; SANCHEZ-GARCIA et al., 2016), o que

demonstra a elevada importincia deste microrganismo como fébrica celular.

E. coli ndo somente tem seu genoma bem caracterizado como também € de
facil manipulacdo genética (BAESHEN et al., 2015). Além disso, em comparagdo a outras
plataformas de expressdo, E. coli geralmente apresenta crescimento rdpido com alto
rendimento aliado a custos mais baixos de produgcdao (CHOE; NIAN; LAIL 2006), o que
favorece a sua aplicacdo industrial em comparagdo com outras plataformas de expressdo
(HUANG, LIN; YANG, 2012). Ha varios sistemas de expressdo disponiveis para a producao
de proteinas recombinantes em grandes quantidades e baixo custo por E. coli. Uma das razdes
para o emprego de linhagens de E. coli como hospedeiro € a disponibilidade de vdrios
promotores fortes que podem ser ativados por indugdo. Os promotores mais comumente
empregados para a produgdo de proteina heteréloga requerem a adicdo de uma molécula de
indutor, o esgotamento ou suplementacdo de um nutriente ou uma mudanga em um fator
fisico ou fisico-quimico, como pH ou temperatura (VALDEZ-CRUZ et al., 2010). Dentre os
sistemas de expressao por inducdo, o sistema pET se destaca como o mais usado para a
clonagem e expressdo de proteinas recombinantes em E. coli. Devido a alta seletividade da
RNA polimerase do bacteriéfago T7 do sistema pET pelas sequéncias correspondentes do seu
promotor, um elevado nivel de atividade da polimerase e uma alta eficiéncia de tradugdo
mediada pelo gene T7 e gene 10 sdo alcangados. No sistema pET, a sequéncia que codifica a
proteina de interesse € clonada apds as sequéncias do promotor T7 e gene 10, e entdo
linhagens E. coli sao transformadas com esse plasmideo. Desta forma, expressao de proteina
pode ser obtida tanto pela indu¢do com isopropil-f-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) ou
lactose (SORENSEN; MORTENSEN, 2005) de um cassete integrado ao cromossomo, no

qual a RNA polimerase T7 € expressa a partir de promotor lacUV (caso do presente trabalho)
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ou pela infeccdo com a polimerase que expressa o bacteri6fago ACE6 (AGILANT

TECHNOGIES, 2019).

Células de E. coli recombinante vém sendo empregadas no DEQ/UFSCar
desde 2009 na produ¢do do componente proteico de uma nova vacina conjugada
antipneumocdcica. Esses estudos foram iniciados no ambito do projeto temadtico “Vacina
conjugada antipneumocdcica: estudos sobre a viabilidade de uma vacina polissacarideo-
proteina A de superficie de pneumococo” (08/05207-4), coordenado pela pesquisadora Dra.
Martha Massako Tanizaki, do Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan.

Streptococcus pneumoniae € uma bactéria Gram-positiva anaerdbia
encapsulada, considerada um dos principais patégenos humanos, causadora de diversas
doencas, tais como pneumonia, infeccoes do ouvido médio, sinusite e meningite
(ALONSODEVELASCO et al., 1995). Atualmente, para a imuniza¢do humana contra esta
bactéria estdo disponiveis vacinas contendo polissacarideos capsulares (PS) de diferentes
sorotipos de pneumococo, tanto na forma conjugada com proteinas carregadoras como na
forma ndo conjugada (PAREDES, 2018). Embora a vacina ndo conjugada contendo 23
sorotipos (23-valente) seja imunogénica e proteja a maioria dos adultos e criangas, ela falha
em proteger criancas com menos de 2 anos (BOGAERT et al., 2004). A vacina conjugada
heptavalente, que passou a ser comercializada nos anos 2000, proporcionou uma reducdo da
incidéncia da pneumonia causada pelos sorotipos presentes na vacina, mas nao coibiu o
crescimento da doenca causada pelos demais sorotipos. Vacinas conjugadas 10 e 13-valentes
foram disponibilizadas, contudo ainda ndo serdo capazes de coibir os demais sorotipos da
bactéria (MIYAJI et al., 2015). Enquanto a diversidade de PS contribui para que haja mais de
91 sorotipos, as proteinas de superficie encontradas na superficie de S. pneumoniae se
conservam € sdo menos varidveis, sendo pneumosilina, proteina de superficie adenosina de
pneumococo A e proteina de superficie de pneumococo A, PspA, potenciais candidatas a
antigenos (GONZALEZ-MIRO et al., 2017). Por ser virtualmente produzida em todos os
pneumococos, facilitar a deposi¢ao da bactéria e impedir que esta seja fagocitada pela célula
hospedeira (MIYAIJI et al.,, 2015), a PspA tem sido avaliada em diferentes estudos. A
formulacdo de vacinas conjugadas contendo o polissacarideo capsular, principal fator de
viruléncia da bactéria, ligado covalentemente a fragmentos de PspA tem demonstrado elevada
protecdo em ensaios de desafios realizados em camundongos posteriormente infectados com
uma cepa virulenta (BARAZZONE et al., 2014; SANTAMARIA et al., 2011), contribuindo

para a redug@o dos custos de producdo. A PspA também pode ser empregada como vacina de
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subunidade antigénica, o que tem sido bastante explorado por diversos grupos de pesquisa em
todo mundo (BOGAERT et al., 2004; BRILES et al., 2000) e também pelo Centro de
Biotecnologia do Instituto Butantan (MIYAIJI et al.,, 2015; VADESILHO et al., 2012;
GOULART et al., 2013; MORENO et al., 2010). Com base em diferentes sequéncias, a PspA
pode ser classificada em 3 familias e subdividida em 6 clados (SARGO, 2011).
Recentemente, um fragmento da PspA do clado 4 que contém a por¢do N-terminal, a regido
definidora de clado e o primeiro trecho da regido rica em prolinas, sem peptideo sinal e sem
dominio de ligacdo a colina, denominado PspA4Pro, tem sido alvo de publicacdes abrangendo
a etapa de producdo (CAMPANI et al., 2016; 2017; 2019) e de purificacdo (FIGUEIREDO et
al., 2016).

Ao longo dos ultimos 10 anos de sucessivos estudos pelo grupo DEQ
(UFSCar)/Butantan com diferentes cepas de rE. coli produtoras de diversos fragmentos de
proteinas antigénicas de S. pneumoniae, avangos significativos foram alcancados, destacando-
se: 1) desenvolvimento de meio de cultivo complexo, adequado para o emprego em processos
industriais, contendo apenas lactose como indutor e fonte de nitrogénio de origem vegetal
(peptona de soja), de alto rendimento em proteina (SANTOS, 2012); ii) estudos de diferentes
estratégias de cultivo e estabelecimento de protocolos para realizacdo de cultivos de
autoinducdo (SANTOS, 2012); e de alta produtividade em biomassa (SARGO, 2011; HORTA
et al., 2012), mais eficientes que os cultivos de alta densidade celular convencional
(SHILOACH; FASS, 2005; SHOJAOSADATI et al., 2008; KORZ et al., 1995); iii)
concepcdo e implantacio do software SUPERSYS_HCDC, sistema automético de
monitoramento e supervisdo de cultivos de alta densidade (HORTA et al., 2012, 2014); iv)
cultivos em biorreator airlift pressurizado e desenvolvimento de modelos matematicos para
descrevé-los (CAMPANI et al., 2017, CAMPANI, 2014, 2018); v) estudo de E. coli
detoxificada (ClearColi®) como plataforma alternativa para a producdo de PspA em meio

definido (PAREDES, 2018).

A partir da avaliagdo dos resultados obtidos nos estudos anteriores, foram
identificados dois alvos principais para intensificagdo da producdo da proteina de interesse.
Um dos alvos € a melhoria da qualidade do material de partida (biomassa de E. coli) utilizado
nos processos de purificacdo. O outro alvo é a reducdo do custo associado as estratégias de
cultivo. O conjunto de atividades a ser desenvolvida neste doutorado pretende contribuir para

o avanco do conhecimento em ambos os alvos selecionados.
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Em relacdo a qualidade da matéria-prima, proteinas, lipopolissacarideos — LPS,
polissacarideos e 4cidos nucléicos sdo os principais contaminantes presentes no clarificado
obtido apds a ruptura das células de rE. coli. No caso da produgdo de produtos terapéuticos
para uso humano, as endotoxinas (ou LPS) sdo particularmente criticas, devido a sua
toxicidade, que pode causar choque séptico e até a morte (TAGUCHI et al., 2015). Segundo
padrdo estabelecido hd uma década pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS, 2009), e ainda
valido, o conteddo de endotoxinas e de atividade pirogé€nica presentes em vacinas conjugadas
de pneumococo devem ser determinados pelo teste Limulus amoebocyte lysate (LAL) e
demonstrar estar em niveis aceitdveis aos estabelecidos pelas autoridades reguladoras
nacionais. Em experimentos in vivo, a quantidade de endotoxinas tipicamente recomenddvel
estd abaixo de 4 EU/mg proteina (MOON et al., 2018). Em aplicac¢des clinicas, a quantidade
de LPS presente na produgdo de proteinas deve ser inferior a 50 EU/mg proteina (QIAO et al.,
2019).

Como os métodos de remocdo de endotoxinas apresentam em geral baixas
eficiéncia e seletividade, o uso de células de microrganismos detoxificados pode ser uma
alternativa mais barata e rdpida para a obten¢do de proteinas recombinantes livres de
endotoxinas (MAMAT et al., 2015). Recentemente foi disponibilizada comercialmente pela
empresa Lucigen uma cepa de E. coli detoxificada denominada ClearColi®. Esta cepa de E.
coli BL21(DE3) foi geneticamente modificada e produz um precursor do LPS, ndo
glicosilado, designado por IV, que consiste em um lipidio que ndo estimula uma resposta
endotoxica em células humanas (LUCIGEN, 2016). A inativacdo deste lipideo foi crucial para
a obtencdo de cepas de E. coli BL21(DED3) isentas de atividade endotéxica (MAMAT et al.,
2015). Watkins et al. (2017a) verificaram que vesiculas recombinantes da membrana externa
produzidas em ClearColi® tiveram uma grande reducdo (da ordem de 10° inferiores) na
pirogenicidade em relagdo as células E. coli BL21(DE3) convencionais. Além disso, eles
confirmaram que o lipideo IV 4 sozinho ndo € pirogénico. Wilding et al. (2017) evidenciaram
que a proteina recombinante terapéutica crisantaspatase de combate ao cancer foi produzida
em concentracdo significante e livre de endotoxinas a partir de células ClearColi®. Assim, em
parte das atividades propostas neste doutorado, a ClearColi® foi estudada como plataforma

alternativa para a produc¢do da proteina PspA, empregando-se diferentes estratégias de cultivo.

Em outra frente de estudos, as atividades foram direcionadas a avaliagdo do

impacto de diferentes estratégias de cultivo sobre o custo do produto de interesse para ambas
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as plataformas de expressdo. Tanto o modo de operacdo do biorreator (batelada ou batelada
alimentada) como as condi¢des de cultivo foram avaliadas. Dentre as condi¢des de cultivo
avaliadas, destacam-se o tipo de meio (definido ou complexo), o indutor (IPTG ou lactose) e a
temperatura. O meio definido é indicado por varios autores como a melhor escolha para
produzir proteinas recombinantes terapéuticas (ZHANG; GREASHAM, 1999) por apresentar
composi¢do completamente conhecida, que permite acompanhar as concentragdes individuais
dos componentes presentes ao longo do processo de producdo, proporcionando um melhor
controle de processo. Porém, o meio complexo costuma resultar em maiores rendimentos de
proteina recombinante (LEE, 1996). Por isso, este meio é amplamente empregado na industria
(HUANG et al., 2012), inclusive na producdo de terapéuticos, desde que os componentes
deste meio estejam isentos de prions e devidamente certificados quando forem de origem
animal. Quanto a indugdo, embora o IPTG seja muito utilizado na expressdo de proteinas
recombinantes, h4 criticas pela sua toxicidade e por ser um material caro (ZHOU et al., 2018).
Além disso, a alta carga metabdlica imposta pelo IPTG indica que a lactose € o indutor mais
apropriado para a sintese de proteina heteréloga (KILIKILIAN et al., 2000). Em relacdo a
temperatura de condug¢do dos cultivos, a altas temperaturas em torno de 37 °C € maior a taxa
crescimento de E. coli (ZHOU et al., 2018), enquanto que para a producdo de proteinas
recombinantes usualmente € apontado que temperaturas entre 15 e 30 °C seriam as mais
indicadas para expressdo dessas proteinas na forma ativa e solivel (SONG et al., 2012;
ROSANO; CECCARELI, 2014). Contudo, temperaturas mais baixas sdo mais dificeis de
serem mantidas em cultivos de larga escala, além destes se tornarem mais lentos e longos,

resultando em baixas produtividades.

Desta forma o principal objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de
produgdo de proteina recombinante com propriedades vacinais utilizando as plataformas de
expressdo Escherichia coli BL21(DE3) convencional e detoxificada. Como objetivos

especificos, destacam-se:

1)  caracterizar a plataforma detoxificada em termos de sintese de PspA, crescimento
celular, producdo de metabdlitos e presenca de proteinas contaminantes utilizando
meio complexo, para diferentes condi¢des de indugao;

i)  a partir dos ensaios realizados em shaker, identificar as condi¢des de cultivo que

favorecam a obtencdo de PspA em E. coli detoxificada e avaliar estratégias de
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cultivo em batelada e batelada alimentada, em biorreator tipo tanque agitado,
visando estabelecer as melhores condi¢des para escalonamento;

iii)  estimar os custos de obtencdo de biomassa e proteina recombinante nos diferentes
processos de produgdo e plataformas de expressdo investigados e identificar as
condi¢des de processamento que resultem em menor custo;

1v)  cooperar com outros trabalhos em andamento, principalmente no fornecimento de

dados experimentais e biomassa para os estudos de purificacao.

1.1 Estrutura da Tese

A tese foi organizada em 6 capitulos, incluindo a presente introdugdo e os
objetivos como capitulo 1. No capitulo 2 estdo descritos o desenvolvimento de uma fonte de
nitrogénio mais barata para produzir PspA4Pro em cultivos com E. coli BL21(DE3)
convencional, que foi elaborada a partir do suplemento de soja para consumo humano e
aplicada de forma bem sucedida como componente no meio de autoinducdo com lactose
usado em cultivo em biorreator de 5 L. No capitulo 3 € apresentada uma anélise econdmica do
processo de produgcdo de PspA4Pro em cultivos com E. coli BL21(DE3) convencional
envolvendo comparacdes de diferentes meios, temperaturas de cultivo e indutores. Os
capitulos 4 e 5 apresentam os principais resultados de ensaios que utilizaram células E. coli
BL21(DE3) detoxificadas (ClearColi®). No capitulo 4 é detalhada a busca em shaker pelas
melhores condi¢des de temperatura, meio complexo e indutor, para produzir PspA4Pro,
enquanto que no capitulo 5 hd o escalonamento desses resultados para biorreator, sendo
avaliados os efeitos dos meios definido e complexo, das estratégias de batelada e batelada-
alimentada, e da reducdo da concentracdo de IPTG na producdo, no rendimento, na
produtividade e nos custos de processo dessa proteina recombinante. Por fim, o capitulo 6

aponta as principais conclusdes sobre o trabalho desenvolvido.
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