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RESUMO

Doencas causadas por Streptococcus pneumoniae constituem um dos principais
problemas de saude publica mundial. A proteina A de superficie de pneumococo (PspA) é
candidata em potencial a ser carreadora em vacina conjugada contra essa bactéria.
Considerando as altas perdas inerentes as etapas de purificacdo e conjugagdo da proteina, €
fundamental adotar uma estratégia de cultivo e expressdo que permita obter grandes
quantidades de proteina. Nesse sentido, o emprego da bactéria Escherichia coli como sistema
de expressdo e o cultivo da mesma em meio complexo se apresentam como alternativas
promissoras para reducdo do custo e aumento da produtividade do processo. O objetivo do
presente trabalho foi estudar a influéncia da temperatura e da composi¢do do meio de cultivo
sobre a producdo do fragmento da proteina PspA do clado 4 (PspA4Pro) em cultivos de rE.
coli, visando avaliar a viabilidade de utilizacdo de fontes de nitrogénio de origem vegetal
(hidrolisados protéicos de soja) em substituicdo a Triptona, de origem animal. Os
experimentos foram realizados em camara incubadora e em biorreatores de bancada,
utilizando meio complexo contendo glicose e glicerol e lactose como fontes de carbono,
lactose como indutor e Soytone, Phytone ou Triptona como fontes de nitrogénio, além de
extrato de levedura. Amostras foram coletadas ao longo dos experimentos para
acompanhamento do crescimento celular (medida de absorbancia, massa seca e
permissividade por sensor de biomassa), do consumo das fontes de carbono e da producdo de
acidos organicos por analises em cromatografia liquida de alto desempenho. A estabilidade do
plasmideo (plaqueamento em meio contendo ou ndo canamicina) e a producdo de proteina
recombinante (Bradford e eletroforese SDS-PAGE seguida por densitometria) também foram
avaliadas. Experimentos preliminares foram realizados em frascos agitados e incubados a
300rpm e 37°C, empregando tanto o meio complexo como o definido. A maior produtividade
foi obtida em meio complexo, a qual foi 42% superior a alcancada com meio definido. Em
seguida, nove experimentos complementares foram conduzidos em frascos agitados em meio
complexo sob agitacdo de 300rpm e a temperatura de 37°C (fase de crescimento) e de 25, 31
ou 37°C (fase de inducdo). Verificou-se que a temperatura de 25°C proporcionou a maior
producdo especifica de PspA4Pro solavel, alcancando-se, respectivamente, 209+6,
192+5mg/g massa seca para 0 Phytone e para a Triptona, com absorbancias finais (ap6s 12h
de inducdo) de 9,0+0,4 e 8,5+0,4. Ja para o Soytone, a melhor producdo de proteina
(124+4mg/g massa seca) foi observada a temperatura de 31°C, obtendo-se uma absorbancia
de final de 8,0+0,4. A partir dos resultados obtidos nos ensaios preliminares, a fonte de
nitrogénio de origem vegetal Phytone foi selecionada para experimentos em biorreator.
Quatro cultivos em batelada foram conduzidos em biorreator de bancada (5L), contendo meio
complexo de autoindugdo modificado (10g/L glicose, 60g/L glicerol e 20g/L lactose), sendo 3
com Phytone e um com Triptona, para comparacdo. Os melhores resultados em termos de
producdo de proteina (245+7mg de PspA4Pro solGvel/g massa seca) foram obtidos na
presenca de Phytone, correspondendo a um aumento de 16% em relacdo ao valor maximo
alcancado no cultivo com Triptona. Esses resultados comprovam o potencial dos nutrientes de
origem vegetal como alternativa as fontes de nitrogénio de origem animal em meios
complexos, contribuindo para adequar as formulacGes desses meios as atuais diretrizes de
boas préaticas de fabricagéo.

Palavras-chave: Cultivo em batelada, meio complexo, meio de autoinducdo, E. coli
recombinante, producdo de PspA, hidrolisados protéicos de soja e peptonas de origem vegetal.



ABSTRACT

Diseases caused by Streptococcus pneumoniae are one of the main problems of
public health in the world. The pneumococcal surface protein A(PspA) is a potential canditate
as carrier in a conjugate vaccine against this bacteria. Considering the inherent high losses of
the purification and conjugation steps, it is fundamental to adopt a strategy of cultivation and
expression that allows the obtainance of large quantities of protein. Thus, the use of
Escherichia coli as expression system as well as its cultivation in complex medium
constitutes promising alternatives for reducing the cost and increasing the productivity of the
process. The goal of this work was to study the influence of the temperature and cultivation
medium composition over the production of a PspA belonging to clade 4 protein fragment
(PspA4Pro) during rE coli cultivations, aiming at to evaluate the possibility of employing
vegetable-based nitrogen sources (soybean protein hydrolisates) instead of the Triptona, an
animal-derived nitrogen source. The experiments were carried out in both shakers and bench-
scale bioreactor, using a complex medium which contained glucose and glycerol as carbon
sources, lactose as inducer and Soytone, Phytone or Triptone as nitrogen sources, besides
yeast extract. Samples were collected during the experiments to follow the cell growth
(measurements of absorbance, dry cell weight and permittivity signal from biomass sensors),
the carbon sources consumption and the production of organic acids by HPLC analysis. The
stability of the plasmid (agar plates with or without kanamycin) and the production of
recombinant protein (Bradford and SDS-PAGE electrophoresis followed by densitometry)
were also evaluated. Preliminary experiments were performed in shake flasks, incubated at
300rpm and 37°C, employing both complex and defined media. The highest productivity was
achieved in complex medium, with a 42% superior protein production. Subsequently, nine
complementary experiments were conducted in shake flasks with complex medium, under the
agitation of 300rpm and temperatures of 37°C (growth phase) and 25, 31 or 37°C (induction
phase). The largest specific production of soluble PspA4Pro was verified at 25°C, reaching,
respectively, 209+6, 192+5mg/g dry cell mass for Phytone and Triptone, with final
absorbance values (after 12h of induction) of 9.0+0.4 and 8.5+0.4. The best protein
production for Soytone (124+4mg/g dry cell weight) was observed at 31°C, yielding a final
absorbance 8.0+0.4. From the results obtained in the preliminary tests, the nitrogen source
Phytone was selected for experiments in bioreactor. Four batch cultures were conducted in
bench-scale bioreactor (5L), containing a modified auto-induction complex medium (10g/L
glucose, 60g/L glycerol and 20g/L lactose), being three of them with Phytone and one with
Triptone, for comparison. The best results in terms of protein production (245+7mg of
PspA4Pro soluble/g dry mass) were obtained in the presence of Phytone, corresponding to an
increase of 16% towards the maximum value achieved in the cultivation with Triptone. These
results demonstrate the potential of vegetable-based nutrients as alternatives to animal-derived
nitrogen sources in complex media, contributing to adequate these media formulations to the
current guidelines of good manufacturing practices.

Keywords: batch culture. complex medium. auto-induction medium, recombinant E. coli,
PspA production, soybean protein hydrolysates and vegetable-based peptones .
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1. INTRODUGCAO

Streptococcus pneumoniae € uma bactéria Gram-positiva encapsulada anaerdbia,
considerada um dos principais patdégenos humanos (PRESCOTT, 1996), causadora de
diversas doencas, tais como pneumonia, infeccdes do ouvido médio, sinusite e meningite
(ALONSODeVELASCO et al., 1995).

Nas ultimas décadas a resisténcia do pneumococo & penicilina e a outros
antimicrobianos tem aumentado em varios paises (BUTLER et al., 1998). Assim sendo, a
estratégia de prevencdo mais indicada € a vacinagcdo para diminuir as taxas de incidéncia da
doenga (VIEIRA et al., 2007).

A formulacdo de vacinas conjugadas contendo o polissacarideo capsular (PS),
principal fator de viruléncia da bactéria, ligado covalentemente a fragmentos de proteinas
antigénicas presentes na superficie do pneumococo, permitiria reduzir o nimero de PS
necessario para uma boa cobertura da vacina, com isso, diminuir os custos de producéo.
Dentre os fragmentos protéicos antigénicos testados, a proteina A de superficie do
pneumococo, PspA, tem demonstrado elevada protecdo em ensaios de desafios realizados em
camundongos posteriormente infectados com uma cepa virulenta (BOGAERT et al., 2003;
BRILES et al., 2000).

Neste contexto, a PspA foi selecionada, devido as suas caracteristicas antigénicas
Unicas, como proteina carregadora alternativa para a produgdo de uma nova vacina conjugada
pneumocécica no projeto  tematico em desenvolvimento “Vacina conjugada
antipneumococica: 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. No ambito do referido
projeto tematico esta inserido o subprojeto “Automacdo e Otimizacdo de Bioprocessos em
Cultivos de rE. coli para producdo de PspA”, para 0 qual os estudos relatados no presente
texto tém por objetivo contribuir.

Diante das altas perdas inerentes as etapas de purificacdo e conjugacdo da
proteina, é fundamental adotar estratégias de cultivo e expressdo que permitam obter grandes
guantidades de proteina. Nesse sentido, 0 emprego da bactéria Escherichia coli como sistema
de expressdo se apresenta como uma excelente alternativa. Esse microrganismo é um

procarioto Gram-negativo muito utilizado para produzir proteinas heter6logas por possuir um
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sistema bem caracterizado (LEE et al., 2001) e apresentar alta produtividade em comparacao
a0s outros microrganismos.

A producéo de proteinas heterdlogas em E. coli é influenciada pelas condic6es de
cultivo, destacando-se a temperatura, a composi¢ao do meio de cultivo, 0 modo de operacéo,
as condicgdes de aeracdo e o indutor empregado como 0s principais fatores para estudos
conduzidos em camara incubadora ou em biorreator. Em relagdo & composic¢éo de meios de
cultivo, hd uma grande variedade de opg¢des para formular meios quimicamente definidos e
complexos disponiveis na literatura, tanto para cultivos em frascos agitados como para
cultivos de alta densidade de rE. coli em biorreator (STUDIER, 2005; KORZ et al., 1995).
Protocolos bem estabelecidos estdo disponiveis para a conducdo de cultivos de alta densidade
celular em meio definido, tendo IPTG como indutor, os quais requerem elevado grau de
automacdo do biorreator e operadores qualificados para que alcancem o resultado esperado.
Os meios complexos constituem uma alternativa ao meio definido. Eles s&o largamente
utilizados industrialmente por apresentarem maior produtividade e maior conversdao em
biomassa devido a presenca de peptonas e extrato de levedura, ricos em nutrientes essenciais
ao metabolismo celular (BROWN, 2003). Além disso, a presenca de aminoacidos ou
proteinas no meio de cultivo contribui para a obtencdo de maiores rendimentos em proteina
recombinante (LIMA, 2004; SHOJAOSADATI et al., 2008; GOYAL et al., 2009, SILVA,
2011).

Da mesma forma, a estratégia de autoinducdo é uma alternativa a estratégia
convencional de inducdo, baseada na adicdo do indutor apds a obtencdo da concentracao
celular desejada. Os meios de autoinducdo sdo variagdes do meio complexo e contém, além
de peptonas e extrato de levedura, glicose e glicerol como fontes de carbono e lactose como
indutor (STUDIER, 2005). Devido a sua praticidade, os meios de autoinducdo sdo muito
empregados em estudos em frascos agitados para a produgdo de proteinas em E. coli
recombinantes. No entanto, o escalonamento dessa estratégia para biorreatores exige a
adequacdo da formulacdo do meio, principalmente em relacdo a concentragdo das fontes de
carbono. Além disso, um dos principais problemas dos meios complexos reside no uso de
fontes de nitrogénio de origem animal, como hidrolisados de caseina. O uso desses
componentes ndo é recomendado por drgéos regulamentadores/fiscalizadores como ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), FDA (Administragdo de alimento e
medicamento - USA), Avaliagdo de Produtos Medicinais (EMEA - EUROPA) e OMS
(Organizagdo Mundial da Saude) devido ao risco de conterem prions, agentes causadores de

encefalopatia espongiforme bovina. Desta forma, torna-se premente a busca por novas
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formulacdes de meios de cultura livres de componentes de origem animal e adequados as

atuais diretrizes de boas préticas de fabricag&o.

1.1 Objetivos

Tendo em vista as consideracdes feitas anteriormente, este trabalho teve como
objetivo principal contribuir para a melhoria do processo de producdo de um fragmento da
proteina PspA do clado 4 (PspA4Pro), em cultivos de Escherichia coli recombinante em meio
complexo, abordando diferentes aspectos do processo.

Como objetivos especificos destacam-se:

a) avaliar a viabilidade de substituicdo da Triptona (caseina hidrolisada por
enzimas pancreaticas — origem animal) por outras fontes de nitrogénio como o Soytone e
Phytone (hidrolisados protéicos de soja) em funcao do crescimento e da producao de proteina;

b) averiguar a influéncia da temperatura no crescimento celular e na producao de
PspA4Pro para as diferentes fontes de nitrogénio em estudo;

c) avaliar a influéncia das diferentes fontes de nitrogénio e das temperaturas
estudadas sobre a estabilidade do plasmideo, a formacdo de subprodutos inibidores de
crescimento, consumo de amino&cidos e de carboidratos

d) desenvolver e avaliar uma formulacdo de meio de autoinducdo para cultivo
batelada de rE. coli em biorreator contendo fonte de nitrogénio de origem vegetal (Phytone);

e) avaliar a influéncia das condicdes de cultura empregadas sobre a produtividade

e producdo especifica de proteina recombinante nos cultivos com meio de autoinducéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 S. pneumoniae: caracteristicas principais e estratégias de prevencao

A histéria do Streptococcus pneumoniae iniciou-se em 1881, quando dois
microbiologistas, um independente do outro, descreveram pela primeira vez uma bactéria com
forma lanceolada e com um par de cocos (WATSON et al.,1993). Segundo um dos
microbiologistas, Louis Pasteur, o organismo foi classificado como “Microbe septicemique du
salive” e George M. Sternberg nos Estados Unidos da América, como “Micrococcus
pasteuri” (KAIJALAINEN, 2006).

S. pneumoniae recebeu esta denominacdo em 1974 em virtude de pertencer ao
género Streptococcus, familia Streptococcacea (DEIBEL & SEELEY, 1974). Este organismo
possui como caracteristicas principais ser Gram-positivo, encapsulado, anaerébio, podendo
apresentar-se sob a forma de cocos, diplococos lanceolados ou em cadeias (ATKINSON et
al., 2009). S. pneumoniae, conhecido também como pneumococo, possui trés principais
camadas na sua superficie: a membrana plasmatica, a parede celular e a cépsula
polissacaridica (SALYERS & WHITT, 1994).

A parede celular consiste de uma camada tripla de peptidoglicanas, que ancora o
polissacarideo capsular (PS) (SILVA, 2005), o &cido teicdico e diversas proteinas em sua
superficie (DAWSON, 2004). O &cido teicdico, conhecido como polissacarideo C, contém
residuos de colina, responsavel pela resposta inflamatoria intensa observada na infeccéo por
pneumococo, com ativacdo do sistema complemento e producdo de citocinas (DAWSON,
2004).

A cépsula polissacaridica é o principal fator de viruléncia da bactéria, protegendo-
a da fagocitose pelo sistema imune do hospedeiro (YOTHER, 2004). Esta capsula é
responsavel pela diferenciacdo da espéecie em tipos soroldgicos, ou sorotipos, com base nas
diferencas quimicas e imunogénicas do polissacarideo (PS) capsular (HENRICHSEN, 1995).
Cada linhagem de pneumococo produz apenas um tipo de PS capsular e atualmente mais de
90 sorotipos foram identificados com base na estrutura quimica desses PS (BENTLEY et al.,
2006), constituindo 48 grupos sem reatividade cruzada entre si (YOTHER, 2004). Porém,
cerca de 23 sorotipos predominam como causa de doencas no homem (TEELE, 2003;
WILLETT, 1992; HENRICHSEN, 1995; HAUSDORFF et al., 2000) e estima-se que apenas
11 sorotipos sejam responsdveis por 75% das infeccbes graves em todo o mundo
(KAMERLING, 2000).
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Segundo AlonsoDeVelasco et al. (1995) ocorrem diferencas de prevaléncia de
sorotipos, sendo os sorotipos pediatricos mais importantes nos EUA e na Europa 6A, 14, 19F
e 23F, responsaveis por quase 60% de todas as infec¢Bes, enquanto que, para adultos, os
sorotipos 3, 19F e 6A sdo responsaveis por 31% das infecces.

H& uma série de publicagbes sobre a prevaléncia dos diferentes sorotipos de
pneumococos no Brasil. Constatou-se que cerca de 86% dos isolados mencionados s&o
constituidos por treze tipos de capsulas: 14, 6A/B, 5, 1, 23F, 18C, 19A, 7F, 9V, 3, 9N e 4 (DI
FABIO et al., 2001). No periodo de 2000 a 2006 a porcentagem de doencas causadas pelos
sorotipos 14, 6A/B e 18C foram, respectivamente, 37%, 11% e 6%, representando um total de
54% dos sorotipos prevalentes no Brasil (MIGOWSKI, et al. 2008).

Doencas causadas por S. pneumoniae constituem um sério problema de saude
publica mesmo nos dias atuais. Em 2005, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou
em um milhdo o numero de mortes por infeccbes pneumocdcicas em criangas menores de
cinco anos de idade. A maioria dessas mortes ocorreu em paises pobres e em criangas com
idades inferiores ha dois anos, devido a dificuldade de acesso ao tratamento (OMS, 2006). As
principais doencas causadas pela bactéria sdo pneumonia, infec¢bes do ouvido médio (otite
média) e meningites bacterianas (ALONSODeVELASCO et al., 1995). E um dos principais
patdégenos humanos, transmitido de pessoa a pessoa por aerossol, colonizando inicialmente a
nasofaringe, de onde ganha acesso aos pulmdes ou tubo eustaquiano (PRESCOTT, 1996).

No Brasil, estima-se que gastos anuais com internacdo por pneumonia na infancia
vém crescendo substancialmente desde 1999, ultrapassando sessenta e quatro milhdes de
dolares, em 2003 (FUCHS, 2005).

Segundo Brandileone (1999), no Brasil em 1996, a mortalidade por pneumonia foi
de 21 6bitos por 100.000 pessoas, correspondendo em numeros absolutos a 33.882 6bitos.
Nas faixas etarias nas quais as doengas pneumocdcicas sao mais incidentes, os coeficientes de
mortalidade foram de 153 dbitos por 100.000 pessoas em menores de um ano, 42 em maiores
de cinco anos e de 200 em maiores de 60 anos.

Os principais grupos de riscos sdo: criangas com idades inferiores a 5 anos; idosos
com idades superiores a 65 anos; pessoas que apresentam comprometimento da resposta
imune por doencas congénitas ou adquiridas; alguns grupos étnicos (indios, raga negra,
nativos do Alasca e Australia); pessoas que frequentam ambientes aglomerados (creches,
escolas, transporte publico); pessoas expostas & fumaca de cigarro (CARMO, 2010).

Nas ultimas décadas a resisténcia do pneumococo a penicilina e a outros

antimicrobianos tem aumentado em varios paises (BUTLER et al., 1998). Assim sendo, a
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estratégia de prevencdo mais indicada € a vacinagdo para diminuir as taxas de incidéncia da
doenga (VIEIRA et al., 2007).

As vacinas antipneumocaocicas hoje existentes sdo compostas de PS capsulares
livres ou conjugadas a uma proteina carreadora. A primeira vacina a ser introduzida no
sistema de imunizagdo contra pneumonia, produzida em 1977, era composta apenas por 14
sorotipos de PS prevalentes na Europa e EUA. Ela foi substituida em 1983 por uma
formulacdo 23-valente, comercializada sob as denominacGes Pneumovax 23 (Merck Research
Laboratories, EUA), Pneumo 23 (Sanofi-Pasteur, Franca) e Pneumo-Imuni 23 (Wyeth, EUA),
as quais contém os PS dos sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F, apresentando cobertura de até 90% contra
pneumonia em adultos (MANGTANI et al., 2003) nos EUA e na Europa, porém menos 70%
na Asia (ALONSODeVELASCO et al., 1995). Pelo fato de o PS ser um antigeno timo-
independente (T-independente), esta formulacdo apresenta como desvantagens o fato de néao
ativar as células de memdria e de induzir niveis variaveis de anticorpos, sendo estes,
predominantemente imunoglobulina M. Além disso, produz baixa resposta imune em
criancas, principalmente com idades inferiores a dois anos por ndo estimular a maturacdo
clonal e induzir produgdo de anticorpos com baixa avidez (BRANDILEONE et al., 2003).

A conjugacdo do PS a uma proteina carreadora transforma a natureza deste
antigeno de T-independente em T-dependente. As primeiras vacinas conjugadas foram
introduzidas no mercado em 1987 contra a Haemophilus influenzae tipo b (Hib) (BUTLER et
al., 1993), resultando em drastica diminuicdo da incidéncia de meningites nos paises
desenvolvidos (WENGER et al., 1997). Nessas vacinas, 0 PS se apresentava conjugado a trés
diferentes proteinas, dependendo do fabricante: toxoide tetanico (TT), toxina diftérica mutada
(CRMyg7) e vesiculas de membrana externa da Neisseria meningitidis (KLEIN & ELLIS,
1997). A vacina conjugada utilizada atualmente contra pneumococo foi licenciada no ano de
2000 sob o0 nome comercial de Prevnar (Wyeth) e contém PS de 7 sorotipos — 4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F e 23F — cada um deles conjugado a toxina diftérica mutada, CRMjg7. Contudo, o
namero reduzido de PS incluidos nesta formulacdo, uma limitacdo imposta pelo processo de
conjugacao, aliado a auséncia de reatividade cruzada entre os sorotipos, torna sua cobertura
reduzida por ndo incluir sorotipos prevalentes em diversas partes do mundo. Outras vacinas
conjugadas foram entdo desenvolvidas e ja estdo em uso: a 10-valente (PS conjugados com
uma proteina conservada de hemofilus, da GSK) e a 13-valente (conjugada com CRMyg7, da
Wyeth, que atualmente faz parte da Pfizer).
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Embora existam vacinas antipneumocdcicas, seu elevado custo e/ou cobertura
limitada tornam pouco viavel sua utilizagdo em larga escala em campanhas de vacinagdo nos
paises em desenvolvimento. Assim, a busca por estratégias vacinais com ampla cobertura e
custo reduzido é uma prioridade no mundo todo (SAMPAIO, 2007).

A utilizacdo de antigenos protéicos tem sido considerada como uma alternativa
para aumentar a cobertura vacinal a um menor custo. Algumas proteinas de pneumococo,
como por exemplo, Pneumolisina (Ply), autolisina, Proteina A de superficie de pneumococo
(PspA) e o Antigeno A de superficie de pneumococo (PsaA), estdo sendo investigadas como

possiveis componentes de vacinas (TAM & SAIER, 1993).

2.2 Potencial de uma vacina de cdpsula polissacaridica conjugada com uma

proteina de superficie do Streptococcus pneumoniae

A estratégia adotada pelo Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan para o
desenvolvimento de uma nova vacina pneumococica envolve a conjugacdo de alguns PS de
sorotipos prevalentes no Brasil com proteinas recombinantes do préprio pneumococo.

Dentre as mencionadas, a PspA tem demonstrado elevada protecdo em ensaios de
desafio realizados em camundongos imunizados com esta proteina e, posteriormente,
infectados com uma cepa virulenta (BOGAERT et al., 2003), principalmente pelo fato de a
PspA ser uma proteina exposta externamente a capsula de polissacarideo.

A PspA é encontrada com alguma variabilidade nos isolados clinicos de
pneumococos, principalmente na sequéncia conhecida como “regido definidora de clado”
(CDR), o que tornou possivel a divisdo da PspA em 3 familias e uma subdivisdo em 6 clados
(familia 1, com clados 1 e 2, familia 2, clados 3 a 5, e familia 3, clado 6). As PspA de familias
1 e 2 (especialmente os clados 1 a 4) sdo predominantes em todo o mundo (BEALL et al.,
2000) e no Brasil, estdo presentes em 99% dos isolados clinicos (PIMENTA et al., 2006). As
diferencas sorologicas relacionadas a variabilidade genética sugerem a inclusdo de PspA
dessas duas familias predominantes, a fim de se obter um amplo espectro de protecéo
(BRILES et al., 1998).

Devido as suas caracteristicas antigénicas Unicas, a PspA foi escolhida como
proteina carregadora alternativa para produzir uma vacina pneumocacica conjugada.

No entanto, a viabilidade técnica e econdémica para o processo de producéo de uma
vacina conjugada PS-PspA, depende essencialmente da obtengdo de quantidades

significativas de proteina com alto grau de pureza. Por isso, optou-se pela producéo da PspA
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em células de E. coli, pois esta bactéria € bem caracterizada geneticamente, sendo seu
metabolismo amplamente conhecido (LIRIA, 1995), apresentando rapido crescimento celular,
0 que permite a obtencdo de altas densidade celulares e, consequentemente, producdo de
proteina recombinante com baixo custo (TRIPATHI et al. 2009; FRANCOIS, 1999).

2.3 Producéo de proteinas heterdlogas em E. coli recombinante empregando

sistema de expressao baseado no operon lac

O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante iniciou-se na década de
1970, quando os bioquimicos Berg, Boyer e Cohen mostraram que 0s genes podiam ser
transferidos de um organismo para outro. Diante da capacidade de transferéncia de genes foi
verificado que a sequéncia de DNA heterologa inserida podia recombinar-se com o0 DNA do
microrganismo hospedeiro, tendo sido criados 0s primeiros organismos geneticamente
modificados, os quais se tornaram um veiculo muito importante para obtencdo de proteinas de
interesse em diversas areas (ALBERTS, 2005).

A origem do termo clonagem vem da genética bacteriana, que considera uma
coldnia de bactérias como um clone, porque os individuos sdo geneticamente idénticos a uma
bactéria inicial (SAMBROCK et al., 1989). A capacidade de clonar genes implica que, um
gene que codifica uma proteina de interesse, pode agora ser retirado de seu hospedeiro
normal, inserido em um vetor de clonagem e introduzido em outro organismo (BROWN,
2003). Os microrganismos estudados com maior frequéncia pela Engenharia Genética como
hospedeiros de vetores sdo as bactérias, principalmente Escherichia coli, pelas razfes ja
expostas no item 2.2,

A sintese da proteina recombinante em E. coli pode ser considerada um processo
estranho a célula, ou seja, ndo faz parte de seu conjunto metabdlico natural e geralmente
acaba causando problemas a celula hospedeira que reage as condicGes adversas de varias
formas, comprometendo a obtencdo da proteina de interesse. Portanto, a escolha cuidadosa
dos vetores, normalmente plasmideos, dos hospedeiros e das condigdes de crescimento sdo
fatores essenciais para obtencdo de altos niveis de expresséo em E. coli (THE
QIAEXPRESSIONIST, 2003).

Os primeiros estudos de expressdo génica em procariotos foram definidos através
do metabolismo da lactose em E. coli realizados por dois pesquisadores, Frangois Jacob e
Jacques Monod, que em 1960 publicaram um trabalho no Proceeding da Academia Francesa

de Ciéncias. Hoje se sabe que o metabolismo da lactose depende de genes adjacentes
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regulados coordenadamente: o gene lacZ que codifica a B-galactosidase, enzima que hidrolisa
a lactose em galactose e glicose, o gene lacY da galactosidio permease, que transporta a
lactose para dentro da célula (LEHNINGER, 2006) e o gene lacA que codifica a
tiogalactosidio transacetilase, enzima cuja funcdo fisiologica exata ainda € desconhecida
(CHAMPE, et al., 2009), porém supbe-se que ela modifique os galactosideos toxicos para
facilitar sua remogdo da célula (LEHNINGER, 2006). Essas trés enzimas que compdem 0
operon lac sdo produzidas quando a lactose esta disponivel para a célula e na auséncia de
glicose (Figura 2.1). Quando a glicose esta presente, ela desencadeia um processo chamado de
repressdo catabolica, ou seja, a utilizacdo de lactose fica reprimida (CHAMPE et al., 2009).
Quando a concentracdo de glicose é baixa, a lactose liga-se entdo a molécula do repressor
Lacl, que por sua vez muda de conformacao e desliga-se do operador lacO permitindo que a
RNA polimerase faca a transcricdo dos trés genes necessarios para a utilizacdo da lactose:
lacY, lacZ e lacA (Figura 2.1).

FIGURA 2.1. Sistema de controle do operon lac (BIOCHEM & SCIENCE NOTAS, 2011).
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2.3.1 Indutores

A expressdo do gene da proteina de interesse em sistemas baseados no operon lac
depende da presenca de um indutor, pois o gene heterélogo é inserido no plasmideo sob
controle de um derivado do operon lac no lugar dos genes estruturais lacZ, lacY e lacA,
enquanto que no genoma da bactéria o operon lac permanece intacto. Em laboratorio,
normalmente utiliza-se o isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), um analogo da lactose,
como indutor para as construgdes derivadas do operon da lactose. Porém, se por um lado ele
apresenta efetividade na inducdo e ndo sendo consumido durante 0 processo
(SHOJAOSADATI et al., 2008), por outro lado o IPTG apresenta duas desvantagens para um
processo industrial: € caro e toxico (ZHANG et al., 2009; MENZELLA et al., 2002). Por ser
toxico, o uso de IPTG ndo € recomendado pelas normas de boas praticas de producdo (BPP)
para a producdo de proteinas com finalidades terapéuticas em salde humana ou animal
(MERTEN et al., 2001). Se utilizado nesses casos, procedimentos para sua remocao deverao
ser incorporados ao processo e sera necessario comprovar que esta ausente no produto final.
Humberto & Silva (2006) afirmam que a toxidade do IPTG para a célula da bactéria é tdo
forte que afeta o crescimento, diminuindo-o drasticamente 4-5 h apds a inducdo. Isso também
constitui uma restricdo para a sua utilizacdo em processos de producdo em larga escala, cuja
viabilidade econdmica depende da obtencdo de altas concentracGes celulares. Por todas essas
razdes, 0 emprego de indutores menos tdxicos e com a mesma eficiéncia do IPTG, é portanto
aspecto fundamental para o escalonamento dos processos de producdo de proteinas
recombinantes pelo sistema de expressdo baseado no operon lac (HUMBERTO & SILVA,
2006).

A alternativa ao IPTG € a propria lactose, ja que ela apresenta baixo custo, nao é
toxica as células (SHOJAOSADATI et al., 2008) e funciona como fonte de carbono (LEE et
al., 2001). Por sua vez, apresenta a desvantagem de depender da presenca da permease na
superficie das bactérias (LEE et al., 2001), de ser pouco solivel em agua (devido as grandes
quantidades necessérias para a indugdo - aproximadamente 200mg/mL) e de ser consumida
durante o cultivo (ZHANG et al., 2009; MENZELLA et al., 2002).

Resultados obtidos por Kilikian et al. (2000) mostraram que a producdo da
proteina Troponina C (TnC) com IPTG foi de 12% maior em compara¢do com a obtida com
lactose, porém com a lactose produziu poucos metabdlicos, resultando em uma maior
estabilidade do plasmideo. J& resultados de Silva (2005) e Menzella et al. (2002) mostraram

expressao semelhante com os dois indutores, produzindo a proteina PspAl e Proguimosina,
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respectivamente. Mas, no trabalho de Silva (2005), o cultivo com lactose ocorreu em um
tempo de 2 a 3 horas maior quando comparado com o IPTG. Analogamente, Tomazetto
(2006) concluiu que a lactose pode ser utilizada eficientemente como indutora da expressao
de jaburetox-2Ec em E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) em substituicdo ao IPTG.

Em relagdo a producgdo de proteinas antigénicas em rE. coli, utilizando o sistema
de expressdo baseado no operon lac, estudos em camara incubadora indicaram que a producéo
de um fragmento da proteina antigénica A de superficie (SpaA) de E. rhusiopathie foi
superior na presenca de lactose como indutor (SILVA et al., 2012). Por outro lado, no caso da
proteina PspA245, também uma proteina A de superficie do pneumococo, da familia 1, clado
1, Sargo (2011) relatou que a maior producdo (176mg/g massa seca) foi alcancada ap6s 7h de
indugdo a 25°C com IPTG. Ja para a lactose, como indutor, a maxima producédo foi de
159mg/g massa seca ap6s 12h de inducéo a 30°C.

Portanto, a literatura mostra que a lactose pode efetivamente substituir o IPTG
como indutor com vantagens (menor custo, auséncia de toxicidade), tendo como principal
desvantagem o tempo mais prolongado de induco. E importante destacar ainda que a lactose,
apesar de ser de origem animal, é recomendada pelas normas de boas praticas de manufatura
por ndo apresentar risco de conter prions (OMS, 2006). Assim, diante do exposto, observa-se
que a lactose retine varias caracteristicas adequadas a producdo de proteinas recombinantes
pelo sistema de expressdo baseado no operon lac em larga escala, justificando os esforgos

para o desenvolvimento de estratégias de inducdo tendo a lactose como indutor.

2.4 Fase de inducao e estabilidade do plasmideo

A producdo da proteina heterologa durante a fase de inducdo causa um elevado
estresse metabdlico na célula (GOMBERT & KILIKIAN, 1998; KILIKIAN et al., 2000), que
é forcada a direcionar parte significativa da energia e dos aminoacidos gerados para atender a
demanda de sintese. Isso acarreta aumento na manutencdo celular e desaceleracdo do
crescimento. Outro problema relacionado ao estresse metabolico e comumente encontrado em
cultivos prolongados € a instabilidade do plasmideo (NAYAK & VYAS, 1999).

A ndo retencdo do plasmideo decorre da desigual distribuicdo dos mesmos para as
celulas filhas durante a diviséo celular. Isso é comumente contornado por meio da inser¢éo no
plasmideo de genes de resisténcia a um antibidtico e com a concomitante adicdo deste
antibiético ao meio de cultivo. Cria-se, assim, uma pressdo seletiva para que as células
retenham o plasmideo (HAGG et al., 2004).
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Segundo a literatura, muitos fatores influenciam a estabilidade do plasmideo, tais
como os padrdes de replicagdo, o nimero de copias do plasmideo, o tipo de inser¢do, o
substrato, a composicdo do meio (SUMMERS, 1991; ZHAO et al., 2001), as condicGes de
cultura (CRAYNEST et al., 1996), a velocidade de crescimento, o nivel de expressdo
(PARKER & DIBIASIO, 1987), a temperatura de cultivo e a toxicidade da proteina
codificada (CORCHERO & VILLAVERDE, 1998).

Estudos recentes com a proteina PspA4Pro demonstraram que a estabilidade do
plasmideo pode ser favorecida por meio da suplementacdo do cultivo com aminoacidos ou
bionutrientes especificos durante a fase de inducdo (CAMPANI JR. et al., 2012). Ainda, de
acordo com Ramirez e Bentley (1993), o estresse causado pela sintese do produto
recombinante foi minimizado adicionando-se um aminoacido abundante na composicdo da
proteina cloranfenicol-acetil-transferase (CAT).

O numero de cdpias do plasmideo determina a quantidade de genes disponiveis
para a expressao. Portanto, alto nimero de copias do plasmideo aparentemente proporcionaria
maior produtividade (JANA & DEB, 2005). Entretanto, o elevado nimero de copias imp&e
uma carga metabdlica a célula devido a demanda de replicacdo, transcricdo e traducdo do
genoma do plasmideo, levando a instabilidade do mesmo (SUMMERS, 1991; JANA & DEB,
2005). Limitacdo de fosforo e magnésio pode ocasionar reducdo do numero de copias do
plasmideo, enquanto que a limitagdo de glicose e amonia leva ao aumento no ndmero de
copias do plasmideo (LIMA, 1993).

2.5 Cultivos de E. coli para producéo de proteinas recombinantes

O principal requisito de um cultivo de E. coli recombinante é garantir condicfes
adequadas para a obtencdo de alta concentracdo de células e para a produgdo da proteina
heterologa durante a fase de inducéo, especialmente porque na maioria das construcfes a
proteina acumula-se no citoplasma. Fatores como o0 meio de cultivo, a fonte de carbono, a
temperatura e 0 suprimento de oxigénio, dentre outros, desempenham papel importante para
alcancar os objetivos desejados.

A manutencéo de condi¢des plenamente aerobicas durante os cultivos de rE. coli é
fundamental para evitar a formacdo de metabolitos indesejados, como &cido acético e acido
latico, dentre outros, que inibem tanto a formacao de biomassa como a sintese da proteina de
interesse (RIESENBERG & GUTHKE 1999). Em condi¢Ges anaerdbias, o piruvato €
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convertido em &cido formico, acetil-CoA e lactato, que é em parte metabolizado a outros
produtos da fermentacdo &cida mista (formiato, succinato e etanol).

Além da ativacdo das vias fermentativas causada pela limitacdo por oxigénio, a
formacéo de acetato também pode ocorrer pelo chamado metabolismo overflow quando uma
grande quantidade de glicose é catabolisada até piruvato, que é oxidado a acetil-CoA em
condigdes de aerobiose. O excesso de acetil-CoA formado, que ndo consegue ser
metabolizado pelo ciclo de Krebs e/ou cadeia transportadora de elétrons, é transformado em
acetato (ROCHA, 2003). O metabolismo overflow é particularmente critico quando a glicose
é usada como fonte de carbono e mais facil de ser evitado utilizando-se glicerol como fonte de
carbono, meio de cultivo balanceado e suplementado com fosfato (SARGO, 2011).

Os aspectos principais relacionados aos meios e estratégias de cultivo sdo

discutidos nos topicos a seguir.

2.5.1 Meios de cultivo

De uma forma simplificada, os meios de culturas sdo classificados quando ao
estado fisico, sendo sélidos ou semi-solidos, dependendo da porcentagem de agentes
solidificantes, como por exemplo, agar, e como liquidos, quando ndo possuem agentes
solidificantes na sua composi¢do. Os meios de culturas podem, ainda, ser classificados com
base na sua composicdo, sendo denominados meios complexos quando apresentam extratos
de leveduras e peptonas; meios quimicamente definidos quando contém apenas constituintes
de baixa massa molar (SHULER & KARGI, 2002).

A literatura apresenta diversas formulacdes de meios quimicamente definidos para
cultivo de E. coli, como por exemplo, o de Korz et al. (1995) e Seeger et al. (1995). Esses
meios sdo basicamente compostos por uma fonte de carbono (glicose ou glicerol), por uma
fonte de nitrogénio (geralmente sais de amonio) e por diversos elementos imprescindiveis
para a célula (Fe, Co, Cu, Zn, Mo, Mn, Mg, etc), geralmente incorporados na forma de sais de
fosfato, sulfato, sodio ou cloreto. As formulagBes ainda sdo suplementadas frequentemente
com tiamina e citratos. A tiamina é uma vitamina de grande importancia para as células, ja
que a tiamina pirofosfato (TPP) atua como coenzima em duas etapas controladoras da via
glicolitica. Ja o citrato € um precursor essencial para a sintese de varios aminoacidos
(LEHNINGER, 2006).

O meio definido é particularmente adequado para estabelecer as relagdes

estequiométricas de conversdo do substrato em subprodutos, CO, e biomassa, para analise de
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fluxos metabdlicos e para avaliar a influéncia de componentes do meio sobre o metabolismo
(ROCHA, 2003). Ainda, a literatura descreve que o meio definido apresenta a vantagem
maior no controle do biorreator em relacdo ao meio complexo (SHULER & KARGI, 2002;
VAN HOEK et al., 2000).

FormulacGes para meios complexos destinados a cultivo de E. coli também s&o
abundantes na literatura, sendo o meio LB - Luria Bertani (LIN & SWARTZ, 1992) e 0 meio
TB - Terrific broth e suas variacdes (JIA et al., 2011; TRIPATHI et al., 2009; MADURAWE
et al., 2000) os mais citados. Ambos contém extrato de levedura e triptona (caseina
hidrolisada por preparado enzimatico de origem pancreética) na sua composi¢do, sendo
suplementados por NaCl (LB) ou K,HPO, e KH,PO, (TB). As variagdes incluem a
complementacdo da formulacdo original com fontes de carbono (glicose ou glicerol) e com
outros sais.

O meio complexo é rico em aminoécidos e nutrientes de fécil assimilacéo,
proporciona velocidade maxima especifica de crescimento e rendimento em biomassa
maiores, 0 que resulta em maior produtividade (SILVA, 2011; GOYAL et al.,, 2009;
SHOJAOSADATI et al., 2008; LIMA, 2004 e BROWN, 2003) e diminuir o0 estresse causado
pela sintese do produto recombinante (RAMIREZ & BENTLEY, 1994).

De fato, uma grande desvantagem dos meios complexos mais utilizados como, por
exemplo, o LB e 0 TB, € a presenca de Triptona, um hidrolisado protéico produzido a partir
de caseina, que apresenta risco de contaminacdo por prions e, portanto, ndo atende as
recomendacdes dos oOrgdos regulamentadores/fiscalizadores e as atuais diretrizes de boas
préticas de fabricacdo (OMS 2006, OMS, 2005; OMS 2003; ZHANG & GREASHAM, 1999;
SOGAL & TOFE, 1999). Porém, como sera discutido posteriormente, existem hidrolisados

protéicos de origem vegetal disponiveis comercialmente que poderiam substituir a Triptona.

2.5.2 Cultivos de alta densidade celular

O cultivo de alta densidade celular (CADC) é uma técnica muito estudada para a
producdo de proteinas recombinantes (WAEGEMAN & SOETAERT, 2011; TRIPATHI et
al., 2009; SHOJAOSADATI et al., 2008; SHILOACH & FASS, 2005; WANG & LEE, 1998;
SEEGER, 1995). A estratégia do CADC consiste na realizagdo processo em batelada
alimentada (LIMA, 2004), porém dividido 3 fases: 1) fase de batelada; 2) alimentacdo da
fonte de carbono de forma controlada para evitar seu acumulo; e 3) fase de inducdo na qual

ocorre a sintese da proteina recombinante por meio da adi¢do do indutor.
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Vérias estratégias de alimentacdo podem ser utilizadas para manter o crescimento
limitado e na velocidade desejada. A manutencdo da velocidade de crescimento abaixo do
valor critico (urit) € fundamental para evitar o desvio de carbono via metabolismo overflow
descrito anteriormente (ROCHA, 2003). Com esse objetivo, varios perfis de alimentacéo vém
sendo empregados: 1) alimentacdo constante; 2) alimentacdo linear; 3) alimentacdo
exponencial e 4) alimentacdo através do controle da concentracdo de oxigénio dissolvido
(DO-stat) ou do pH (pH-stat) (SHILOACH & FASS, 2005). Deve-se, no entanto, destacar que
a manutencdo de velocidades de crescimento baixas, proximas dos requerimentos de
manutencdo das células, pode afetar a producédo da proteina de interesse na fase de inducéo.

Embora os protocolos para cultivos em alta densidade em meio definido estejam
bem estabelecidos (WAEGEMAN & SOETAERT, 2011; TRIPATHI et al., 2009;
SHOJAOSADATI et al., 2008; LIMA, 2004; YAZDANI et al., 2004; SHILOACH & FASS,
2005; KILIKIAN et al., 2000; GOMBERT & KILIKIAN, 1998; WANG & LEE, 1998;
KLEIN & ELLIS, 1997; LEE, 1996; MARKIDES, 1996; SEEGER, 1995, KORZ et al., 1995;
KLEMANN & STROHL, 1994; MARKL, et al., 1993; RIESENBERG, 1991), o0 sucesso do
processo depende da superacdo de uma série de dificuldades, as quais estdo relacionadas na
Tabela 2.1.

A elevada velocidade de liberacdo de calor exige alta eficiéncia do sistema de
controle de temperatura do biorreator para que o cultivo seja mantido na temperatura
desejada. Da mesma forma, as altas velocidades de crescimento impostas, assim como o
elevado acimulo de biomassa, levam ao limite a capacidade do biorreator em transferir
oxigénio ao cultivo. O aumento da velocidade de agitacdo, o enriquecimento do ar com
oxigénio puro e 0 aumento da vazéo total de gases fornecidos ao biorreator até valores de 2,0
VVM (vazéo de gas por volume de meio por minuto) sdo recursos normalmente utilizados
para manter os niveis de oxigénio dissolvido em 30% da saturagdo. Em situagdes extremas,
guando a demanda por oxigénio da cultura ultrapassa a capacidade maxima de transferéncia
de oxigénio do biorreator, recursos adicionais para reduzir a velocidade de crescimento por
meio da diminuicdo da vazdo de alimentacdo ou da temperatura sdo implementados para

manter a concentracao de oxigénio dissolvido no nivel desejado (HORTA, 2011).
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TABELA 2.1. Comparacéo das vantagens e desvantagens de Cultivos de Alta Densidade
Celular. Fonte: SHOJAOSADATI, et al., 2008.

Vantagens Desvantagens
Aumento da rentabilidade Altas velocidades de producgdo de CO, e geragdo de calor
Reducéo do volume de cultura Limite de transferéncia e alta demanda de oxigénio
Reducéo dos custos de producéo e Lise celular e protedlise

dos investimentos em equipamentos
Formac&o de subprodutos inibidores do crescimento

Facilidade no processo de purificacéo Instabilidade do plasmideo

Devido as vantagens mencionadas na Tabela 2.1, o cultivo em alta densidade € o
procedimento mais recomendado para obtencdo de altas concentracGes de biomassa e de
proteina recombinante. No entanto, um CADC ndo é o ambiente mais recomendado para
estudos especificos a respeito da influéncia de temperatura, indutores, fontes de carbono ou
fontes de nitrogénio, dentre outros, sobre a producéo da proteina de interesse. A execucao de
um CADC ndo ¢ trivial, requerendo biorreatores equipados com sistema de supervisao e
controle sofisticados e operadores capacitados e experientes (HORTA, 2011). Além disso,
devido a alta concentracdo de biomassa presente, problemas como falta de oxigénio ou de
nutrientes podem facilmente ocorrer, interferindo com o estudo especifico em andamento.

Por outro lado, a realizacdo de estudos em biorreator € essencial para avaliar tanto
a estabilidade do hospedeiro como o nivel de producéo da proteina de interesse em condicBes
de cultivo semelhantes as empregadas industrialmente. Assim, o uso de meios de cultivo
complexos e da estratégia de autoinducdo em biorreatores operados em batelada torna-se uma
alternativa interessante para a realizacdo dos estudos em condi¢bes adequadamente

controladas.

2.5.3 Estratégia de cultivo alternativa para estudos envolvendo

producéo de proteinas em rE. coli

Embora os protocolos para cultivo rE. coli em alta densidade estejam bem
estabelecidos, eles sdo validos exclusivamente para meio definido e IPTG como indutor,
caracterizando a estratégia convencional de CADC para obtencéo de proteina recombinante.

Assim, neste topico, sdo apresentadas estratégias alternativas empregadas em cultivos de rE.
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coli, contemplando aspectos como o uso de lactose como indutor e de meio complexo e suas
variagoes.

Alguns cultivos em batelada alimentada utilizando meio complexo sdo relatados
na literatura, mas, a maioria foi realizada utilizando IPTG como indutor (HU et al., 2004;
GOYAL et al., 2009; ZHANG et al., 2009). Assim, apenas os trabalhos de Li et al., (2006) e
Silva (2011) exploraram tanto o uso de meio complexo como o de lactose na indugéo em
cultivos em biorreator. Li e colaboradores (2006) alcancaram uma producdo especifica de
0,12g proteina hsBLyS/g massa seca e uma produtividade em biomassa de 0,92g massa
seca/L.h, utilizando uma estratégia de alimentacdo de lactose. J& Silva (2011) comparou
varias estratégias de inducéo alternativas (incluindo a de autoinducéo), com a inducéo por
pulso de IPTG. A maior producao especifica de proteina (~ 0,16g SpaA/g MS) foi obtida nos
cultivos tendo lactose como indutor (inclusive o de autoinducédo), a qual foi 16 % superior a
observada com IPTG. Em termos de produtividade em biomassa, o0 melhor resultado também
foi obtido com lactose como indutor, alcancando 4,1g MS/L.h, o dobro da observada com
IPTG.

A autoinducdo é definida como a inducdo automatica da sintese de proteina
recombinante por compostos indutores, como a lactose, que ja estdo presentes no meio
complexo ou no meio definido no inicio do cultivo, quando o nutriente preferencial,
geralmente a glicose, esgota-se durante o crescimento (XU et al., 2012).

Apbs a publicacdo dos estudos realizados por Studier (2005) em frascos agitados
com o meio de autoinducdo contendo lactose, tornou-se possivel produzir a proteina de
interesse automaticamente, sem a necessidade de controlar o crescimento e adicionar o
indutor no momento adequado (STUDIER, 2005). Devido a praticidade dessa estratégia, a
formulacdo proposta por Studier vem sendo empregada em grande nimero de estudos visando
a producdo de proteinas heterélogas em rE. coli (BLOMMEL et al., 2007; TYLER et al.,
2005).

Tyler et al. (2005) comentam que o método de autoindugéo de sintese de proteina
recombinante desenvolvido por Studier (2005) é uma abordagem promissora. Esta abordagem
é baseada na preferéncia seletiva da bactéria para utilizar diferentes fontes de carbono durante
o crescimento (TYLER et al,. 2005; STUDIER, 2005).

Com o esgotamento da glicose no meio, a bactéria utilizaria alternativamente
como fonte de carbono, glicerol ou lactose. A lactose pode suportar o crescimento celular,
assim como a inducdo da expressdo do gene heter6logo (NEUBAUER et al., 1991).
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Para aplicagOes de alto rendimento, a abordagem de autoinducdo (STUDIER,
2004) possui muitas vantagens sobre os tradicionais métodos de inducdo: ndo inclusdo de
indutores quimicos téxicos como o IPTG (SHOJAOSADATI et al., 2008; HOFFMAN et al.,
1995); possibilidade de formular composi¢cdes do meio para obter o nivel desejado de
crescimento antes da expressdo (XU et al., 2012; STUDIER, 2005); facilidade de controle do
cultivo associado com o crescimento e indugédo (TYLER et al,. 2005), sendo que o controle do
cultivo é um dos problemas de grande importancia na fabricacdo em larga escala (TRIPATHI
et al., 2009).

Apesar de bem sucedidas nos cultivos em frascos agitados, as formulagcfes de
autoindugéo propostas por Studier (2005) contém baixa concentracdo de fontes de carbono.
Por isso, 0 escalonamento da estratégia de autoinducdo para cultivos em biorreator depende
da adequacao da composicao do meio.

Outro aspecto do emprego de meios complexos pouco questionado na literatura é a
presenca de fontes de nitrogénio de origem animal, como a Triptona, na maioria das
formulacBes. A utilizacdo de derivados de origem animal, como a Triptona, na fabricacdo de
produtos injetaveis para uso humano e veterinario, incluindo medicamentos e vacinas, leva ao
risco de transmissdo da encefalopatia bovina e naturalmente, de outras encefalopatias
espongiformes transmissiveis (TSE).

As agéncias reguladoras/fiscalizadoras como a ANVISA, FDA, OMS e EMEA
recomendam que os fabricantes tomem medidas para minimizar os riscos de transmissdo de
TSE através de seus processos (OMS 2006, OMS, 2005; OMS, 2003; ZHANG &
GREASHAM, 1999; SOGAL & TOFE, 1999). O uso de meios contendo derivados de origem
animal provenientes de rebanhos nascidos e criados em paises historicamente livres de
registro de transmissdo da doenca permite minimizar os riscos. Porém as peptonas rastreadas
podem custar 2,5 vezes mais do que as de origem vegetal. Além disso, a possibilidade de
surgimento de casos de TSE também nessas regifes continua a ser uma preocupacéo.
Portanto, de acordo com as recomendacdes das boas praticas de fabricacdo, insumos protéicos
de origem animal devem ser evitados na producgéo de produtos farmacéuticos devido ao risco
de conterem prions que podem causar encefalopatia espongiforme bovina (MACHADO,
2010).

Peptonas derivadas de plantas e meios completamente livres de origem animal séo
potenciais solucbes em longo prazo para substituicdo de peptonas de origem animal
(CLELAND et al., 2007). Por isso, apesar de largamente empregados industrialmente,

observa-se a necessidade de desenvolvimento de novas formulacdes de meios complexos
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substituindo as fontes de nitrogénio de origem animal por equivalentes de origem vegetal,
normalmente a base de hidrolisados protéicos de soja.

Poucos estudos foram realizados nesse sentido Cleland et al., (2007) caracterizam
0 crescimento de diversos microrganismos disponiveis em um meio livre de derivados de
origem animal. Utilizando camara incubadora, diversos microrganismos foram avaliados
como, por exemplo, Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Candida
albicans, Clostridium sporogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, Salmonella entérica, Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes; Marthos et al., (2011) e Zhang et al., (2012) também realizaram
estudos para desenvolvimento de meio livre de compostos de origem animal para cultivos de

Streptococcus pneumoniae.

2.6 Comentarios finais sobre a reviséo bibliografica

O panorama apresentado na revisdo bibliografica em relacdo a producdo de
proteinas heterélogas em E. coli recombinante empregando sistema de expressdao baseado no
operon lac mostra que, em geral, o estabelecimento das condigdes de inducdo (temperatura,
tempo, concentragdo de indutor, meio de cultivo etc) vem sendo realizado em estudos em
frascos agitados. Por outro lado, os estudos conduzidos em biorreator focam principalmente
na estratégia de cultivo para obtencdo de alta densidade celular e, muitas vezes, adotam as
condicdes de cultivo definidas nos estudos em camara incubadora durante a fase de inducéo.
Constata-se, portanto, a necessidade de incorporacdo de uma etapa intermedidria no
escalonamento desse processo visando a realizacdo de estudos especificos da fase de inducéo
em condigdes mais adequadas de controle do ambiente de cultivo do que as alcangadas nos
culturas em cdmara incubadora.

Essa etapa intermediaria se insere justamente entre os experimentos preliminares
em camara incubadora e os cultivos de alta densidade em biorreator. Nela seria realizado o
mapeamento das diversas varidveis relevantes (temperatura, concentracdo de indutor,
concentracdo de fontes de nitrogénio, pressdo seletiva do antibidtico etc) e a selecdo das
melhores condi¢cfes para intensificar a producdo da proteina recombinante na forma soluvel
durante a fase de inducéo.

Desta forma, o presente trabalho se prop&e a contribuir para o desenvolvimento de
estratégia de cultivo em biorreator caracterizada pelo uso do meio de autoinducdo, pelo baixo

custo, pela baixa complexidade operacional (operacdo em batelada) e pela adequacdo as
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normas GMP, destinada a identificagdo das melhores condi¢des de cultivo para a producdo da
proteina de interesse.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Microrganismo

A linhagem de Escherichia coli utilizada foi a BL21(DE3)pET37b+PspA4Pro, que
expressa o fragmento da proteina PspA da familia 2 e clado 4 , contendo a por¢do N-terminal,
a regido definidora de clado e a regido rica em prolina da molécula. Esta construcao foi obtida
no Laboratério de Biotecnologia Molecular do Instituto Butantan pela pesquisadora Dra.
Eliane N. Miyaji. O vetor pET37b+ contém o promotor T7/lac (induzido por IPTG ou
lactose), gene do repressor Lacl, sitio de ligacdo ao ribossomo (RBS), cddon ATG de inicio
de tradu¢do, sinal de terminacdo de transcrigdo “T7 terminal” e gene de resisténcia a

canamicina.

3.2 Proteina PspA4Pro

A sequéncia e a composicao de aminoécidos do fragmento da PspA4Pro utilizados
neste trabalho séo apresentados na Figura 3.1 e Tabela 3.1 respectivamente.

FIGURA 3.1. Sequéncia dos seguintes aminoacidos: &cido glutdmico (E),
alanina (A), lisina (K), leucina (L), acido aspartico (D), asparagina (N), glutamina
(Q), valina (V), prolina (P), treonina (T), serina (S), isoleucina (1), tirosina (YY),
arginina (R), glicina (G), fenilalanina (F), metionina (M), histidina (H), triptofano
(W) e cisteina (C) do fragmento da PspA4Pro (MORENO et al., 2010).

10 20 30 40 50 60
MEEAPVASQS KAEKDYDAAM KKSEAAKKAY EEAKKKAEDA QKKYDEGQKK TEEKARKAEE

70 80 90 100 110 120
ASKEIAKATS EVQONAYVKYQ RVQORNSRLNE KERKKQLAEI DEEINKAKQI LNEKNEDFKK

130 140 150 160 170 180
VREEVIPEPT ELAKDQRKAE EAKAEEKVAK RKYDYATLKV ALAKSKVEAE EAELDNKAEN

190 200 210 220 230 240
LONKVADLEK EIANAEKTVA DLEKEVAKLE KDVEDFKNSN GEQAEQYLAA AEKDLVAKKA

250 260 270 280 290 300
ELAEAKIKAA TKKAELEKAE AELENLLSTL DPEGKTQDEL DKEAAEAELN KKVEALQNQV

310 320 330 340 350 360
AELEEELSKL EDNLKDAETN NVEDYIKEGL EEATATKKAE LEKTQKELDA ALNELGPDGD

370 380
EEETPAPAPQ PEKPAPAPAP KP
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TABELA 3.1. Composicéo de aminoécidos do fragmento da PspA4Pro (EXPASY, 2012).

Aminoacido Sigla Quantidade Porcentagem
Acido glutamico GIu/E 75 19,6
Alanina Ala/A 64 16,8
Lisina Lis/K 64 16,8
Leucina Leu/L 31 8,1
Acido aspartico Asp/D 23 6,0
Asparagina Asn/N 19 50
Glutamina GIn/Q 17 4,5
Valina Val/V 17 4,5
Prolina Pro/P 14 3,7
Treonina Thr/T 12 3,1
Serina Ser/S 10 2,6
Isoleucina 1é/1 9 2,4
Tirosina TyrlY 9 2,4
Arginina Arg/R 8 2,1
Glicina Gly/G 6 1,6
Fenilalanina Phe/F 2 0,5
Metionina Met/M 2 0,5
Histidina His/H 0 0,0
Triptofano Trp/W 0 0,0
Cisteina Cys/C 0 0,0
Totalizando 382 100

As caracteristicas gerais da PspA4Pro estdo apresentadas na Tabela 3.2.

TABELA 3.2. Caracteristicas gerais da PspA4Pro (EXPASY, 2012)

Massa Molecular (kDa) 42,719
Férmula C1846H3036N5060646S2
Numero total de atomos 6036

3.3 Meios de cultura

Foram empregados diferentes meios de cultura nas diferentes etapas deste estudo.
O meio de cultivo semi-sdlido Luria Bertani — Agar (LB-Agar) descrito na Tabela 3.3 foi
empregado para a ativagdo das culturas estoque e para a avaliagdo da estabilidade do
plasmideo. Os experimentos em frascos agitados foram realizados em meio complexo e em
meio definido.
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A formulacdo de meio complexo utilizado tem como base o meio ZYM-5052
desenvolvido por Studier (2005) e modificado por Silva (2011) é apresentada na Tabela 3.4.
Além dos componentes originalmente presentes no meio ZYM-5052, foi incorporada tiamina
devido ao importante papel desse nutriente, conforme relatado em estudos com o meio
definido (SARGO, 2011). A composic¢do para o meio definido é apresentada na Tabela 3.5 e
foi proposta por Sargo (2011) a partir das formulagdes descritas em Korz et al. (1995) e
Seeger et al. (1995).

Os cultivos em camara incubadora foram realizados com inducéo atraves de pulso
de lactose (5g/L), para que a fase de inducdo fosse iniciada com as mesmas concentracfes de
biomassa para todos os ensaios realizados.

Para a preparacdo do meio LB-Agar, os nutrientes descritos na Tabela 3.3 foram
dissolvidos em &gua Milli-Q, misturados por 10min em um agitador e posteriormente

autoclavados a 120°C por 30min.

TABELA 3.3. Composicio do meio LB-Agar (SPIEGELEER et al., 2004).

Nutrientes Concentracao (g/L)
Triptona 5
Extrato de Levedura 10
NaCl 10
Agar 20

Nas preparages dos meios descritos nas Tabelas 3.4 e 3.6, 0s seguintes reagentes
foram autoclavados a 120°C por 30min, separadamente: i) glicose; ii) glicerol; iii) Triptona ou
Phytone ou Soytone com extrato de levedura; iv) MgSO,4.7H,0; V) solugdo Mx50 (KH,POy,
NH4Cl, Na,HPO4, Na,SO,); vi) solucdo de metais (Fe(lll)citrato, CoCl,.6H,0, MnCl,.4H,0,
CuCl,.2H,0, H3BO3, Na,M00,4.2H,0, Zn(CH3C0O0)2.H,0 e EDTA), vii) antiespumante e
viii) lactose. A canamicina e a tiamina foram esterilizadas por filtragdo em membrana de
0,22um. A solu¢do de canamicina foi adicionada assepticamente a0 meio em temperatura

ambiente, evitando sua inativagao.
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TABELA 3.4. Composi¢do do meio de cultura complexo empregados nos
experimentos em frascos agitados (formulacdo do presente trabalho a partir dos
meios propostos por Silva, 2011).

Nutrientes Concentracdo
Glicose 0,5¢/L
Glicerol 5g/L
Lactose (Pulso) 5g/L
Triptona/Phytone/Soytone 10g/L
Extrato de levedura 5g/L
Na,HPO, 9g/L
KH,PO, 3,49/L
NH,CI 2,7g/L
Na,SO, 0,7g/L
MgS0,.7H20 (1,0M) 29/L
Fe(lll)citrato 100,8mg/L
CoCl,.6H,0 2,5mg/L
MnCl,.4H,0 15mg/L
CuCl,.2H,0 1,5mg/L
H;BO; 3mg/L
Na,Mo00,.2H,0 2,1mg/L
Zn(CH3;C0O0)2.H,0 33,8mg/L
EDTA 14,1mg/L
Canamicina (30mg/mL) 50mg/mL

Tiamina (45mg/mL) 45mg/mL
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No ensaio em frasco agitado utilizando o meio definido, preparou-se uma solugéo
contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), acido citrico, acido borico e todos os
sais descritos na Tabela 3.5, com excec¢do do sulfato de magnésio e glicerol. Ajustou-se o pH
para 6,3 e esterilizou-se esta solu¢do a 120°C por 30min (glicerol e o sulfato de magnésio
foram esterilizados separadamente). As solugdes de canamicina, tiamina e lactose foram

esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,22um.

TABELA 3.5. Composicdo do meio definido utilizado nos experimentos
em frascos agitados (formulagdo do presente trabalho a partir do meio proposto
por Sargo, 2011).

Nutriente Concentracéo
Glicerol 20g/L
Lactose (Pulso) 5g/L
(NH,),HPO, 4,0g/L
KH,PO, 13,3g/L
Acido Citrico 1,7g/L
Fe(lll) Citrato 100,8mg/L
CoCl,. 6H,0 2,5mg/L
MnCl, . 4H,0 15,0mg/L
CuCl,. 2H,0 1,5mg/L
H3BO; 3,0mg/L
Na,MoQO, . 2H,0 2,1mg/L
Zn(CH;COQH), . 2H,0 33,8mg/L
EDTA 14,1mg/L
MgSO,. 7H,0 1,29/L
Tiamina (45mg/mL) 45mg/L

Canamicina (30mg/mL) 50mg/L

Os experimentos em biorreator foram realizados em meio complexo de
autoinducdo, cuja formulacdo foi proposta no presente trabalho (Tabela 3.6) a partir da
composicdo desenvolvida por Studier (2005), modificada por Silva (2011) e ainda
incorporando a tiamina (SARGO, 2011). Em um dos experimentos (Cultivo 4) foi também

adicionado um pulso de nutrientes cuja composi¢édo esta detalhada na Tabela 3.6.
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TABELA 3.6. Composicdo do meio de cultura de autoindugdo empregada nos
experimentos em biorreator (formulacdo do presente trabalho a partir do meio proposto por

Silva, 2011).
i Batelada/Reator ~ Pulso/Reator (500mL)
Nutrientes .
(autoinducio) (ADbSo0mm = 55)
Glicose 10g/L -
Glicerol 600/L 28,79/L
Lactose 200/L 14,45¢g/L
Triptona/Phytone/Soytone 10g/L -
Extrato de levedura 5g/L -
Na,HPO, 9g/L 9g/L
KH,PO, 3,40/L 3,40/L
NH,CI 2,7g/L 2,7g/L
Na,SO, 0,7g/L 0,7g/L
MgSO,.7H20 (1,0M) 29/L 2¢g/L
Fe(llcitrato 100,8mg/L 100,8mg/L
CoCl,.6H,0 2,5mg/L 2,5mg/L
MnCl,.4H,0 15mg/L 15mg/L
CuCl,.2H,0 1,5mg/L 1,5mg/L
H;BO; 3mg/L 3mg/L
Na,M00,.2H,0 2,1mg/L 2,1mg/L
Zn(CH3;C00)2.H,0 33,8mg/L 33,8mg/L
EDTA 14,1mg/L 14,1mg/L
Canamicina (30mg/mL) 100pg/mL 100mg/L
Tiamina (45mg/mL) 45mg/mL 45mg/L
Antiespumante (30%) Iml/L Iml/L

3.3.1 Meios complexos e fontes de nitrogénios estudadas

O meio complexo ZYM-5052, desenvolvido por Studier (2005), assim como o
empregado por Silva (2011), contém Triptona na sua formulagdo original. Em todos os
experimentos foi utilizada Triptona LP0042 da marca Oxoid. Segundo o fabricante, este
nutriente € uma caseina enzimatica hidrolisada através da digestdo pancreatica da proteina do
leite. No presente trabalho, formulagdes alternativas foram investigadas substituindo-se a
Triptona pelos hidrolisados protéicos de soja comerciais Phytone™, Peptone, BBL™ e

Soytone, Bacto do fabricante BD. De acordo com o fabricante, o produto Phytone é obtido
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pela digestdo do farelo de soja utilizando a enzima papaina de origem vegetal. J& o produto
Soytone é resultado da digestdo do farelo de soja utilizando uma enzima de origem animal.
As principais caracteristicas das trés fontes de nitrogénio investigadas (Phytone,
Soytone e Triptona) sdo resumidas na Tabela 3.7, juntamente com as do extrato de levedura,
também presente no meio complexo. Em termos de nitrogénio total, a Triptona se destaca,
apresentando um valor cerca de 30% superior ao apresentado pelos outros nutrientes. Nota-se
que o Phytone apresenta teor em carboidratos 34% maior do que o Soytone, enquanto a
Triptona ndo contém carboidratos. O Triptona apresenta teor de calcio praticamente 2,4 vezes
superior ao Soytone e 1,3 vez maior do que a Phytone. J& o teor de magnésio no Phytone é
50% maior do que no Soytone e 12 vezes maior que a Triptona. Em relacdo ao fosfato, o
extrato de levedura € o nutriente que apresenta o maior teor em sua composicao, seguido pelo
Phytone e pelo Soytone, que também contém quantidades expressivas deste nutriente. A

Triptona ndo apresenta sodio, cloreto, sulfato e fosfato.

TABELA 3.7. Diferentes fontes de nitrogénio e composi¢do em nitrogénio total, carboidrato total e

minerais.
Extrato de Phytone™ Triptona, Oxoid
Levedura, Difco  Peptone, BBL™ Soytone, Bacto LP0042
Nitrogénio Total (%) 10,7 9 9,4 13,3
Carboidrato Total (mg/g) 108,2 392,9 292,5 -
NaCl (%) 0 4 0,2 0,3
pH 7 7,1 7,2 7,3
Calcio (ug/g) 191 1001 550 1350
Ferro (ug/g) 57,9 89,8 68,2 54
Magnésio (ug/g) 558 2435 1610 200
Potassio (ug/g) 59240 31547 22200 2000
Sadio (ug/g) 1244 34037 34040 -
Cloreto (%) 0,13 0,76 0,17 -
Sulfato (%) 1,02 0,67 2,33 -
Fosfato (%) 2,7 0,64 0,82 -

Na Tabela 3.8 é apresentada a composi¢do em aminoacidos livres estimada para 0s
meios descritos nas Tabelas 3.4 e 3.6, de acordo com as diferentes combinagdes de fontes de
nitrogénio empregadas, tanto para os cultivos em cadmara incubadora com em biorreator. Os
valores apresentados na Tabela 3.8 foram estimados a partir das concentraces dos nutrientes
e do teor em aminoacidos presente em cada um fornecida pelo Manual do fabricante BD (BD,
2006) inclusive o da Triptona, pois o fabricante Oxoid ndo possuia uma analise dos
aminoacidos livres. Os cultivos realizados com a Triptona apresentaram uma suplementacéao

de todos os aminoacidos com valores maiores ou no minimo iguais aos realizados com
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Phytone e Soytone. Em relacdo aos hidrolisados protéicos de soja, 0s meios preparados com
Soytone apresentam quantidades de aminoécidos livres maiores ou similares ao Phytone.

TABELA 3.8. Quantidade de aminoéacidos totais nos meios de cultivo em camara incubadora e em

biorreator.

Extrato de Levedura,
Difco + Phytone™

+ Soytone, Bacto

Extrato de Levedura, Difco Extrato de Levedura, Difco

+ Triptona, Bacto

Aminoacido (mg) Shaker Biorreator  Shaker Biorreator Shaker Biorreator
Alanina 15 1296 16 1344 22 1632
Arginina 9,75 648 24,75 1368 25,75 1416
Asparagina 4 336 6 432 9 576
Acido Aspartico 7,25 552 6,25 504 8,25 600
Acido Glutamico 20 1776 21 1824 31 2304
Glicina 2,5 144 2,5 144 2,5 144
Histidina 20 1776 19 1728 22 1872
Isoleucina 6,5 528 10,5 720 17,5 1056
Leucina 15 1056 24 1488 55 2976
Lisina 17,5 1104 24,5 1440 60,5 3168
Metionina 3,75 264 4,75 312 11,75 648
Fenilalanina 7,25 600 17,25 1080 35,25 1944
Proline 3,25 264 4,25 312 4,25 312
Serina 6 480 7 528 11 720
Treonina 4,25 360 5,25 408 10,25 648
Tirosina 3,25 216 14,25 744 32,25 1608
Valina 7 624 10 768 23 1392

3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Determinacéo da concentragao celular

O crescimento celular foi mensurado através da leitura da absorbéncia em
espectrofotbmetro a 600nm (Abseom), utilizando-se uma pequena aliquota da cultura
adequadamente diluida, a fim de se obter uma absorbéancia maxima por volta de 0,8.

Para 0s ensaios em biorreator, foi utilizado também o método da massa seca, para
estimar a concentracdo celular (Cx), no qual as amostras foram filtradas a vacuo em
membranas a 0,22um (previamente pesadas) posteriormente secas em estufa a 80°C por 24h e
pesadas (VAZ, 2008). A formacdo de biomassa nos ensaios em biorreator ainda foi
acompanhada por medidas on-line de permissividade em picofarad/centimetro (pF/cm)

utilizando sensor de capacitancia (Fogale-Nanotech) (HORTA, 2011).

A partir das medidas de Absgoonm € Cx obteve-se a correlacdo de Cx=0,5* AbSeoonm.
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3.4.2 Determinagdo da concentragdo de fontes de carbono e de

metabolitos

As andlises das concentracBes de glicerol, glicose, lactose e acido acético foram
realizados em cromatografia liquida de alto desempenho (sistema Waters Co; Bombas 510,
Injetor W717, refratdbmetro W410 e leitor de UV PDA W996) utilizando a coluna Aminex
(HPX-87H Bio-Rad) como fase estacionaria e uma solucédo de H,SO, 5mM como fase movel,

a uma vazdo de 0,6L/min, a 50°C.

3.4.3 Determinacdo da concentracdo de aminoacidos

As concentracdes dos aminoécidos presentes no meio de cultura foram
determinadas por cromatografia liquida de alto desempenho (sistema Waters Co; Bombas
510, Injetor W717, refratbmetro W410 e leitor de UV PDA W996) utilizando a coluna Pico
Tag (3,9 x 300mm) como fase estacionaria e um gradiente variavel da solucdo A (579 de
acetato de sédio trihidratado, 3L de agua Milli-Q, 1,5mL de trietilamina e 600uL de solucdo
estoque de EDTA em 1000ppm) para a solu¢cdo B (900mL de acetonitrila, 600mL de adgua
Milli-Q e 300uL de solucédo estoque de EDTA em 1000ppm) como fase mével, a uma vazao
de 1-1,5mL/min, a 36°C.

3.4.4 Determinacdo da estabilidade do plasmideo

A estabilidade do plasmideo, que é essencial para a produgdo da proteina
recombinante, foi determinada antes da inducdo e periodicamente ao longo da fase de
inducéo.

Uma amostra de 100uL da suspensdo celular retirada da cultura de forma estéril
foi diluida entre 10° e 10° e semeada em uma placa de LB-Agar sem canamicina. Apds 24
horas de incubacio a 37°C, 50 ou mais colbnias foram repicadas para uma placa de LB-Agar
contendo 25mg/L de canamicina. O mesmo procedimento também foi realizado para outra
placa idéntica, mas sem o antibidtico (controle). A porcentagem de colénias que cresceu na
placa com o antibidtico em relagdo as que cresceram na placa controle foi calculada a fim de

se obter uma estimativa da estabilidade do plasmideo.
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3.4.5. Estimativa da concentracdo de PspA4Pro soluvel

Amostras de biomassa retiradas ao longo do cultivo, antes e durante a fase de
inducdo, foram utilizadas para avaliacdo da expressdo da PspA. Durante todo o procedimento
em bancada as amostras ficaram no gelo. Essas aliquotas (2mL para cada amostra) foram
centrifugadas por 5min em 12000rpm a 4°C, a fim de se separar as células do meio. O
sobrenadante foi descartado e o corpo de fundo ressuspendido em 3mL de tampéo Tris (Tris
20mM, NaCl 250mM, pH 8,0). Em seguida, a suspensao foi misturada, com o auxilio de um
agitador de vortice, até ficar homogénea e sonicada durante 5min com pulsos de 30s com
intervalos de 30s, utilizando uma amplitude de 20%. Depois disso, a suspensdo resultante foi
centrifugada por 70min em 4000rpm a 4°C, gerando as fracGes do sobrenadante S1 e
precipitado P1. O sobrenadante S1 foi adequadamente diluido e ressuspendido em 3mL de
tampdo Tris para a quantificacdo da concentracdo total de proteina sollvel presente pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976). Outra aliquota de S1 foi adicionada ao tampao de
Laemmli (LAEMMLI et al., 1970), na proporcao de 20 partes de amostra para 10 partes de
tampédo. O precipitado P1 foi ressuspendido em 3mL de tampdo Tris e foi adicionado o
tampéo de Laemmli, aquecido em banho-maria por 20min e posteriormente centrifugado por
5min a 12000rpm a 4°C, gerando as fragdes sobrenadante S2 e precipitado P2. Um volume de
20uL das solugdes S1 e S2 foram entdo aplicados em gel de poliacrilamida a 12%. Ao final
do processo de deslocamento da proteina pelo gel, o mesmo foi corado com Coomassie Blue
R-250.

Finalmente, para a quantificacdo da concentracdo da proteina PspA4Pro sollvel, a
imagem do gel resultante da aplicacdo da amostra do sobrenadante S1 foi digitalizada e
analisada pelo software ImageJ (ABRAMOFF et al., 2004). Neste software, a imagem digital
do gel é processada gerando curvas cujos picos sdo proporcionais a largura e a intensidade de
coloragéo das bandas correspondentes as proteinas presentes na amostra sob anélise (Iy;). O
programa utiliza integracdes simples para transformar as areas sob as curvas em valores
numéricos. Somando-se as areas de todos os picos obtidos é possivel estabelecer o valor
numerico que corresponde a concentragdo de proteinas totais observadas no gel (Asi).
Quantificando, apenas a area sob a curva correspondente a proteina recombinante de
interesse, obtém-se o valor representativo desta proteina (Apspa). A partir destes dois valores

calcula-se a fracdo relativa da proteina recombinante, como mostra a Figura 3.2.
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FIGURA 3.2. Célculo da porcentagem relativa da PspA4Pro solavel
(Apspa) €m relacdo as proteinas totais soldveis, obtidas no gel de eletroforese

(Asy). Quantificacdo da area através da curva obtida pelo software Image J

(Iny).-
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Com esta relacdo (%PspA4Pro) foi possivel estimar a concentracdo de proteina
soltvel de PspA4Pro (Cpspasrro) €m cada amostra, multiplicando-se pela concentragédo de
proteina soltvel total (S1) correspondente (quantificada pelo método de Bradford) e dividindo

por 100, conforme mostra a Equagéo 1.

Crspaapro= (S1 . % PspA4Pro) 1)
100

Sendo:

Cprspasrro= Concentragéo de PspA4Pro soluvel Total (g/L).

S1 = Concentragdo de Proteinas totais soluveis, quantificadas pelo método de
Bradford (g/L).

%PspA4Pro = Fragéo relativa de PspA4Pro da amostra (%).
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Os g@éis produzidos com as amostras do sobrenadante S2, resultante da
desnaturacdo completa das proteinas insollveis presentes em P1, foram analisados

qualitativamente.

3.5 Procedimento experimental

3.5.1 Preparacéo da cultura de estoque em criotubos

As suspensdes foram obtidas por meio de cultivos em Erlenmeyers de 500mL com
50mL de meio definido (Tabela 3.5). Com uma al¢a de platina, uma colonia foi isolada da
placa de LB-Agar (com canamicina) e semeada em meio liquido estéril. Os frascos foram
deixados em camara incubadora rotativa a 300rpm e 30°C. Quando se atingiu uma AbSgoonm de
aproximadamente 1, interrompeu-se o cultivo e um volume de 20mL de meio foi
centrifugado. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 10mL de meio
fresco. Como crioprotetor foi adicionado glicerol em volume e concentracdo adequados para
se obter uma solucdo final com 10% v/v de glicerol. Em seguida as solucGes foram

transferidas para o criotubos e estocadas a -80°C.

3.5.2 Semeadura de Escherichia coli em meio semi-sélido

A suspensdo de células armazenada sob congelamento a -80°C com 10% v/v de
glicerol foi estriada em uma placa de Petri com LB-Agar e 25 mg/L canamicina (LB-
Agar/can) e, em seguida, incubada por 24horas a 37°C.

3.5.3 Preparacéo do indculo

Um total de 2 Erlenmeyers estéreis de 500mL foram preenchidos com 50mL de
meio complexo, contendo a mesma fonte de nitrogénio a ser utilizada no cultivo. Com uma
alca de platina, uma coldnia da placa LB-Agar/can, preparada no dia anterior (item 3.5.2), foi
semeada em cada frasco. Os frascos foram deixados em uma cdmara incubadora rotativa a
300rpm e 37°C por cerca de 6h, com acompanhamento periddico do crescimento por meio de
medida de absorbancia (ndo ultrapassando uma absorbancia maxima de 2,5) e foram

transferidos para a cAmara incubadora ou para o biorreator.
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3.5.4 Cultivos em cdmara incubadora

Um total de 11 ensaios em camara incubadora foram realizados com o objetivo de
estudar a influéncia do meio, da temperatura e das diferentes fontes de nitrogénio na producao
de proteina PspA4Pro. A Tabela 3.9 resume 0s ensaios realizados e as condi¢cbes empregadas

em cada um.

TABELA 3.9. Resumo dos ensaios realizados em camara incubadora e as
condi¢Bes empregadas em cada um. Cultivos 2 a 11 também continham extrato de
levedura como fonte de nitrogénio

Meio de Fonte de T°C de

Ensaio . . . ~
cultivo Nitrogénio___Inducéo
1 Definido  (NH,),HPO, 31
2 Complexo  Triptona 31
3 Complexo  Phytone 25
4 Complexo  Phytone 31
5 Complexo  Phytone 37
6 Complexo  Triptona 25
7 Complexo  Triptona 31
8 Complexo  Triptona 37
9 Complexo  Soytone 25
10 Complexo  Soytone 31
11 Complexo  Soytone 37

Todos os ensaios em camara incubadora foram realizados de acordo com o
procedimento descrito a seguir. Foi retirado um volume previamente determinado do indculo
com absorbancia entre 2 e 2,5 (fase exponencial do crescimento) e adicionado em um
Erlenmeyer estéril de 500mL, contendo 50mL de meio batelada (Tabelas 3.4 ou 3.5), de
acordo com o estudo conduzido. O volume retirado foi calculado em fungéo da absorbancia
medida no indculo de forma a resultar em absorbancia inicial 0,1 no frasco de cultivo. Os
experimentos foram realizados a 300rpm e a temperatura de 37°C, até um valor de
absorbéancia entre 2,0 e 2,5 quando foi realizada a adicdo de 5g/L de lactose por pulso, dando
inicio a fase de inducdo. Neste momento, a temperatura foi reduzida para 25, 31 ou 37°C,
mantendo-se a agitacdo. Acompanhou-se a AbsSsom em intervalos de 1h (item 3.4.1) e a
producdo de proteina (item 3.4.5) antes da inducéo e depois da adi¢do de lactose a cada 2h.
Também foram coletadas amostras para determinacdo aminoacidos no meio puro (sem E.

coli) antes da inducdo e ap0s a mesma,em intervalos de 6h, pela metodologia descrita no item
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3.4.3. A estabilidade do plasmideo (item 3.4.4) foi avaliada em amostra coletada
imediatamente antes da inducgéo e depois da mesma, a cada 4h. A concentracdo de fontes de
carbono e de acidos organicos (item 3.4.2) foi determinada antes da inducéo e apds a adicédo

do pulso de lactose a cada 6h.

3.5.5 Ensaios em biorreator

Quatro experimentos em batelada com o meio de autoinducdo foram realizados em
biorreator de bancada de 5L. Os experimentos foram conduzidos com meios de cultivo
descrito na Tabela 3.6 contendo Triptona ou Phytone como fontes de nitrogénio. Os objetivos

de cada ensaio e suas principais caracteristicas sdo descritas na Tabela 3.10.

TABELA 3.10. Resumo dos cultivos realizados em biorreator, com seus objetivos e suas
principais caracteristicas. Todos os cultivos também continham extrato de levedura como fonte de
nitrogénio.

Fontede T°Cde T°Cde

Cultivo Objetivo o . x
Nitrogénio Cultivo Inducéo

Avaliar producdo de PspA4Pro em cultivo em
1 biorreator conduzido com fonte de nitrogénio de Phytone 31 25
origem vegetal

Avaliar producdo de PspA4Pro em cultivo em
2 biorreator conduzido com fonte de nitrogénio de Phytone 31 31
origem vegetal

Avaliar producdo de PspA4Pro em cultivo em
3 biorreator conduzido com fonte de nitrogénio de Triptona 31 31
origem animal

Awvaliar ocorréncia de limitacdo por glicerol e lactose

. . . Phytone 31 31
na sintese de proteina recombinante.

Todos o0s cultivos em biorreator foram realizados utilizando o aparato
experimental ilustrado na Figura 3.3, de montagem prépria no Laboratério de
Desenvolvimento e Automacdo de Bioprocessos (LADABio - do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos). O sistema para aquisicao,
monitoramento e controle do reator ¢ formado pelos seguintes acessorios: computador e
software SUPERSYS HCDC desenvolvido em Labview pela equipe de pesquisadores do
LADABIo (HORTA, 2011); compact Field Point (cFP), da National Instrument, para a
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comunicagéo entre os instrumentos e o computador; inversor de frequéncia para o controle da
velocidade de agitacdo via computador/cFP; bomba de alimentacdo ISMATEC controlada via
computador/cFP; pHmetro GLI com aquisi¢do via cFP; transmissor da concentracdo de
oxigénio dissolvido (modelo CE, O, 4050) com aquisicdo via cFP; analisador de gases
(Sick/MAIHAK S710) com aquisicéo digital direta via RS232 e também analdgica via cFP;
banho térmico; termopar com aquisi¢do via cFP; bombas de &cido e base (Masterflex) com
controle on/off via computador/cFP; 2 fluxémetros de massa (GFC AALBORG) empregados
para suprir ar e oxigénio controlados remotamente via cFP; um sensor de biomassa baseado
em capacitancia (FOGALE nanotech) com aquisi¢do analégica via cFP e digital via RS232.
Todos os instrumentos listados apresentaram a aquisicdo de dados em tempo real, com

intervalo de salvamento escolhido de 10 segundos.

FIGURA 3.3. Esquema do biorreator com o sistema de aquisicao e
controle das variaveis do processo (Fonte: Sargo, 2011).
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Para dar inicio aos cultivos, o volume inicial de 4,5L do meio de batelada descrito
na Tabela 3.6, presente no biorreator, foi inoculado com = 300mL de indculo cultivado
conforme descritos nos itens 3.5.2 e 3.5.3, o qual foi transferido quando alcangou Absgoonm =
2,0. O volume transferido foi calculado para resultar em Abs inicial no reator de 0,1. Em

todos os experimentos foram adotadas as seguintes condi¢cdes de cultivo: temperatura de

cultivo (até a induc&o) igual a 31°C e temperatura durante a indugdo de 25 ou 31°C (Tabela
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3.10); pH de 6,8 (antes da inducédo) e 6,9 (depois da indugédo); concentracdo de oxigénio
dissolvido controlada em 30% da saturacéo; vazao total de gas (ar + oxigénio puro) maxima
igual a 4,5L/min. O controle de pH foi realizado automaticamente por meio de adi¢do de
solucdo de hidroxido de amodnia. O controle da concentracdo de oxigénio dissolvido foi
realizado automaticamente através do software SuperSys HCDC® por meio da manipulacéo
da velocidade de agitacdo entre 150 e 950 rpm integrada ao enriquecimento gradativo do ar
com oxigénio puro (HORTA, 2011).

Todos os cultivos foram acompanhados por meio de amostragens em intervalos de
1h para a determinacdo da Abs (item 3.4.1) e da concentracdo de carboidratos e &cidos
organicos (item 3.4.2). A concentracdo de aminodcidos foi determinada pela metodologia
descrita em 3.4.3 utilizando amostras coletadas a cada 2h. A producéo de proteina (item 3.4.5)
foi acompanhada em amostras retiradas a cada 3h (desde o inicio do cultivo). Amostras para
avaliacdo da estabilidade do plasmideo (item 3.4.4) e a determinacéo da concentracdo celular
pelo método da massa seca (item 3.4.1) foram coletadas a cada 4h.

3.6 Determinacdo de par@metros cinéticos, rendimentos, velocidades de
consumo e produtividade de proteina

Para facilitar a comparacdo entre as diferentes condi¢bes estudadas, os dados
obtidos nos cultivos em camara incubadora e em biorreator foram utilizados para obter varias
grandezas relacionadas ao crescimento (velocidade especifica de crescimento), a conversao de
substratos em biomassa (rendimentos), a producdo de proteina (produtividade volumétrica) e
ao consumo dos nutrientes (velocidades de consumo). Os procedimentos utilizados nesses

célculos sdo detalhados a seguir.

3.6.1 Determinacdo da velocidade especifica méaxima de
crescimento celular
A velocidade especifica de crescimento € definida por meio de um balanco de
massa em reator em batelada representado pela Equagéo 2.

d(Cxv) _

ot L1CXV 2)

Considerando p na fase exponencial de crescimento, temos que:

1 )dCx
= (a)w 3)
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Rearranjando, temos:

_ dex

dt =
# Cx

(4)
Quando a velocidade especifica de crescimento € maxima, pu=pmax (constante) a

Equacdo 4 pode ser integrada, resultando em

_ In(Cx/Cx,)

max t—to

()

Nas equacgdes 2 a 5, p é a velocidade especifica de crescimento, pmax @ Mmaxima
velocidade especifica de crescimento, observada na fase exponencial. O intervalo de tempo “t

b

— 1ty corresponde exatamente ao periodo da fase exponencial; “Cxgo” seria a concentragio
celular no inicio da fase log, enquanto “Cx” seria a concentragdo celular até o final da fase log
(BASTOS, 2010). A Equacéo 5 ¢ linear permitindo o calculo de pmax através do método dos
minimos quadrados.

E importante destacar que apenas os dados representativos do crescimento, ou seja,

coletados antes do consumo intenso de lactose ser observado, foram utilizados para calculo do

Hmax-

3.6.2 Determinacdo do coeficiente de rendimento de substrato em

células

O coeficiente de rendimento € definido com base no consumo de um material para
a formacéo de outro, tratando-se de parametros relacionados com a estequiometria. Assim

para o célculo de coeficiente de rendimento temos:

_ Cx—-Cx,

= 6
x/s CSO—CS ( )

Y,s € definido como o coeficiente de rendimento de substrato em células. O valor
desse parametro varia ao longo de um cultivo, alcangcando o valor maximo durante a etapa de

crescimento exponencial em cultivos descontinuos ou batelada (BASTOS, 2010).
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Sendo,
Y= Coeficiente de rendimento de substrato em células (gMS/Qsubstrato)
Cx= Concentracdo celular variando com o tempo durante a fase exponencial
(gMS/L)
Cxo= Concentracdo de biomassa celular no inicio da fase exponencial (gMS/L)
Cso= Concentragdo de substrato no inicio da fase exponencial (Qsupstrato/L)

Cs= Concentracdo de substrato variando com o tempo durante a fase exponencial

(gsu bstratol L)

A partir dos dados representando o consumo de glicerol e glicose e a producéo de
biomassa correspondente para cada intervalo de tempo, foi possivel calcular o valor do Y s
(Equacéo 6) através do método dos minimos quadrados.

E importante destacar, novamente, que apenas os dados representativos da fase de
formacgédo de biomassa, ou seja, coletados antes do consumo intenso de lactose ser observado,

foram utilizados para calculo do Y ys.

3.6.3 Determinacdo da producdo especifica e da produtividade

volumétrica

Os valores de producdo especifica (PE) e da produtividade volumétrica (Pr) foram
calculados a partir das medidas de concentracdo da proteina soltvel (3.4.5) e da concentracédo
celular (3.3.1), utilizando-se as equacg0es 7 e 8, respectivamente.

_ Mpgpa

PE = A ()
My

Sendo,

PE = Producao especifica (mg PspA/g MS)
Mpspa = Massa de PSpA (mg) presente no sobrenadante obtido a partir do lisado

myx = massa celular (gMS) presente na suspensdo lisada por sonicagéo
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C /L
Pr — pspa(Mg /L) @®)
Atindu(;éo(h)
CpspacPE - Cy (9)
Sendo,

Pr = Produtividade volumétrica (mg PspA/Lh)

Cx = Concentracdo de biomassa na amostra retirada do biorreator ou do frasco
agitado (gMS/L)

Cpspa = Concentragéo de PspA solvel (mg/L)

Atinducao = Variacdo do tempo de inducdo (h)
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3.6.4 Velocidade média de consumo de aminoacidos

A velocidade média de consumo de aminoacidos foi estimada a partir das analises
de cromatografia liquida de alto desempenho (item 3.4.3) e da concentragéo celular (item

3.4.1), utilizando-se a Equacgéo 10.

. ACaai 1
Vaal = —
At Cx

(10)

Sendo,

Vaai = Velocidade média de consumo de aminoacido (mmol/gMS.h)

ACaai = Varia¢do de aminoacidos (mmol)

At = Variagao de tempo de cultivo (h)

Cx = Média da concentracdo celular (g/L)
3.6.5 Velocidade de consumo de substratos

A velocidade média de consumo de glicerol, glicose e lactose nos cultivos em
biorreator foi estimada por regressdo linear a partir dos dados representando a variagcdo da
concentracdo da respectiva fonte de carbono com o tempo por meio da Equacdo 11, resultante
do balanco material para o substrato em reator batelada. Para a estimativa de rs; foram
utilizados apenas os dados pertencentes a fase de consumo mais intenso de cada fonte de

carbono.

dCs,
S =g (11)

Onde rs; refere-se a velocidade de consumo (g/L.h), Cs a concentracdo do
substrato (g/L) e o sub-indice “i” esta associado ao respectivo substrato (glicose, glicerol ou

lactose).
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3.6.6 Vaz&do molar de CO, produzido e nimero de moles de CO,

acumulado

A vazdo molar de CO, produzido foi calculada aplicando-se a lei dos gases ideais
(Equacdo 12), utilizando-se os dados adquiridos em tempo real pelo software
SuperSys_ HCDC® (Figura 3.3).

P

nco, =Yco, 'ﬁ'ans_saida- (12)

Onde hcoz é a vazdo molar de CO, produzido (mol/h), P e T referem-se a pressao

e a temperatura nas CNTP, Qgss_saida @ Vazao total dos gases na saida do reator e Yo, a fragéo
molar de CO,. A vazdo de gas na saida do reator, por sua vez, foi estimada a partir do balanco

material para o gas inerte N, conforme mostra a Equacao 13.

0.79 (13)
1-Yeo, — Yo,

Qgés _saida — Qar_entr :

Onde Qar entr € @ vazdo volumétrica da corrente de ar alimentada ao reator (L/h)
enquanto Ycoy € Yoo referem-se as fragdes molares de CO, e O, no gas de saida medidas pelo

analisador de gases.

Finalmente, o nimero de moles de CO, acumulado com o tempo (ncoy) foi

determinado por meio da integra¢do da vazao molar de CO, (Equagéo 14).

t
nCO2 = J.nCOZ dt (14)
0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios preliminares em frascos agitados

4.1.1 Ensaios 1 e 2. Influéncia do meio de cultivo sobre o crescimento

celular e a expressao da PspA4Pro

Este ensaio teve como objetivo comparar dois meios: meio definido (Tabela 3.5)
proposto por Korz et al., (1995) e Seeger et al., (1995) e modificado por Sargo (2011) e o
meio complexo proposto por Studier (2005) e modificado por Silva (2011) Tabela 3.4.

A Figura 4.1 mostra a curva de crescimento para os dois meios de cultivo
utilizando lactose como indutor. A concentracdo celular maxima alcancada foi de 3,6+0,1g/L
(meio definido) e 3,9+0,1g/L (meio complexo). As velocidades méximas especificas de
crescimento foram de 0,48+0,04h'e 0,9+0,2h™ para o meio definido e complexo,
respectivamente. Essa grande diferenca nas velocidades de crescimento é consequéncia da
presenca de nutrientes ricos em aminodcidos e proteinas no meio complexo, que sao
facilmente assimilados pela célula, permitindo um crescimento mais rapido. Devido a maior
velocidade de crescimento, a produtividade de biomassa também foi superior no meio
complexo, que alcancou a concentracdo celular maxima ~ 3,8h antes do cultivo em meio
definido. Outra constatacdo importante refere-se a retencao do plasmideo, que apds 8 horas de
indug&o atingiu um valor de apenas 48% no meio definido e de 82% no meio complexo. Esse
resultado também pode ser atribuido a presenca dos nutrientes no meio complexo, que
contribuem para aliviar o estresse causado pela sobrecarga metabolica gerada pela sintese da
proteina de interesse, reduzindo assim a perda de plasmideo pelas células.

Quanto a sintese da proteina PspA4Pro, 0 meio complexo mostrou-se novamente
superior, com producdo maxima de proteina de 190+6mg de PspA4Pro/g MS, a qual foi,
aproximadamente, 42% superior ao alcancado no meio definido. Ambos os valores foram

obtidos apos 6h de inducéo.
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FIGURA 4.1. Curvas de crescimento da rE. coli BL21(DE3)
PET37b+/pspA4Pro em meio complexo(Tabela 3.4) e em meio definido(Tabela
3.5) para producdo de PspAdpro induzida pela adicdo de lactose 5g/L (momento
de inducdo e mudanca de temperatura de cultivo indicados pela linha vertical). As
barras de erro referem-se ao desvio padrdo (experimento em triplicata — meio
complexo) e ao desvio padrdo das analises (leitura da absorbancia em duplicata —
meio definido).
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4.1.2 Ensaios 3 a 11. Influéncia da temperatura e das fontes de

nitrogénio sobre o crescimento e a expressao da PspA4Pro

Nestes ensaios, 0 objetivo foi avaliar o crescimento e a produgdo da proteina
PspA4Pro sollvel conduzidos em trés temperaturas (25, 31 e 37°C) para as trés diferentes
fontes de nitrogénio investigadas (Triptona, Soytone e Phytone).

Na Figura 4.2 é possivel observar as curvas de crescimento celular (Absgoonm) para
as diferentes fontes de nitrogénio (Triptona, Soytone e Phytone) nas temperaturas 25, 31 e
37°C. Nas temperaturas de 25 e 31°C, os meios contendo Phytone e Triptona apresentaram
perfis de crescimento semelhantes e superiores ao observado com Soytone. Ja a 37°C, 6h
apos o inicio da inducgéo, a curva de crescimento do cultivo com Phytone se manteve superior
a dos cultivos com as outras fontes de nitrogénio. Na temperatura de 25°C foi observada a
maior formacéo de biomassa, atingindo valores de Absgoonm final apds de 12h de inducao de
13,3+0,7, 12,0£0,6 e 10,5+0,5, nos cultivos com Phytone, Triptona e Soytone,
respectivamente. Essa maior formacdo de biomassa estd provavelmente relacionada ao menor

acumulo de &cido acético devido & menor velocidade de crescimento a 25°C. De fato, a
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concentragdo final de 4cido acético foi de ~ 0,5g/L nos experimentos realizados a 25°C,
enquanto nos experimentos a 37°C ficou entre 1,7 e 2,7g/L.

FIGURA 4.2. Curvas de crescimento celular (Absgnm) nas diferentes fontes de
nitrogénio (Triptona — desvio padréo triplicata, Soytone e Phytone - desvio padrdo das andlises) nas
temperaturas 25, 31 e 37°C. A linha vertical indica 0 momento de adi¢cdo do pulso de lactose
(concentracdo final de 5g/L) e mudanga de temperatura (com exce¢do da temperatura 37°C).
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A Figura 4.3 mostra os perfis de producdo especifica da proteina recombinante
soltvel para as diferentes condi¢cdes de cultivo estudadas. Como esperado, a producdo
especifica aumenta com o tempo de inducdo, estabilizando apds um periodo entre 6 e 9h,
dependendo da condicdo de indugdo imposta. Observa-se ainda que a temperatura de 25°C
proporcionou uma maior producdo especifica de PspA4Pro soltuvel para as fontes de
nitrogénio Phytone e Triptona, alcancando respectivamente os valores de 209+6 e 192+5mg
/g MS. Para o Soytone, o maior valor de 124+3mg PspA4Pro sollvel /g MS foi observado na

temperatura de 31°C. Segundo Zhang et al., (2003) temperaturas mais altas podem afetar a
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producdo de proteina recombinante, uma vez que o aumento da temperatura afeta a
estabilidade do plasmideo e, consequentemente, a producéo de proteina.

Os perfis de produtividade em termos de PspA4Pro solivel sdo também
apresentados na Figura 4.3, os quais apresentam, em geral, um maximo apds 6h de inducéo.
As maiores produtividades (0,120+0,003g PspA4Pro/L.h) foram observadas na temperatura
de 25°C para Phytone e Triptona, sendo reduzida a metade no cultivo conduzido com
Soytone.

FIGURA 4.3. Perfis de producédo especifica e produtividade da proteina PspA4Pro
durante os cultivos com diferentes fontes de nitrogénio para as diferentes temperaturas de
indugdo. Ensaios com Triptona realizados em duplicata. Para os demais ensaios, o desvio padrdo
refere-se as duplicatas das analises.
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A diferenca de producdo especifica e produtividade de proteina sollvel,
observada nos ensaios nas diferentes temperaturas esta relacionada com a formacao de acido
acético (Tabela 4.1) e com a instabilidade do plasmideo (Figura 4.4). Na Tabela 4.1 podemos
observar, que para todas as fontes de nitrogénio, quanto maior a temperatura maior a
producdo de acido acético. A 25°C, a concentracéo de acido acético ndo ultrapassa 1,1g/L,
independentemente da fonte de nitrogénio empregada. Ja a 31°C, a concentragdo em g/L
aumenta para 1,843+0,09 (Triptona), 1,291+0,06 (Soytone) e 1,528+0,07 (Phytone). A 37°C,
concentracfes mais altas de &cido acético sdo formadas, principalmente no cultivo com a
Triptona (2,674+0,1g/L). O glicerol e a lactose ndo foram limitantes para a expressdo de
PspA4Pro, as concentracdes finais (12h de inducdo) de glicerol e lactose dos 9 ensaios

realizados permaneceram, respectivamente, de acima de 10g/L e 0,2g/L.

TABELA 4.1. Concentragdes maximas de acido acético nos cultivos
realizados com as diferentes fontes de nitrogénio em diferentes temperaturas. (0s
ensaios com Triptona foram realizados em duplicata, os demais possuem o desvio
padrdo das duplicas do tempo 0 de indug&o).

Concentracdo Maxima de Acido Acético produzida (g/L)

Temperatura Fonte de Nitrogénio
de

induc&o (°C) Triptona Soytone Phytone
25 1,10+0,05 0,87+0,04 0,82+0,04
31 1,84+0,09 1,28+0,06 1,53+0,07
37 2,67+0,1 1,93+0,09 1,67+0,08

A estabilidade do plasmideo foi influenciada tanto pela temperatura quanto pela
fonte de nitrogénio empregada. Na presenca de Triptona, a estabilidade do plasmideo
manteve-se acima de 90% em todas as temperaturas estudadas. Ja para os hidrolisados
protéicos de soja, a estabilidade manteve-se acima de 90% durante toda a fase de inducéo a
25°C, diminuindo para a faixa de 60 a 75% apds 12h de inducdo a 31 ou 37°C. A menor
retencdo do plasmideo esta provavelmente relacionada ao metabolismo mais acelerado nas
temperaturas mais elevadas, acentuando o problema de formacao de células filhas que néo
carregam o plasmideo (RINAS, 1996).
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FIGURA 4.4. Células resistentes das diferentes fontes de nitrogénio nas
diferentes temperaturas.
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E interessante notar que apesar da excelente retencio de plasmideo observada nos
experimentos com Triptona (Figura 4.4), a producdo de proteina recombinante (Figura 4.3)
diminuiu nos cultivos realizados a 31 e 37°C, provavelmente devido a maior producdo de
acido acético observada com essa fonte de nitrogénio (Tabela 4.1). Segundo Rinas (1996), o
acido acético afeta o enovelamento correto da proteina. Assim, na presenca de maior
concentracdo de acido acético, a PspA4Pro pode ter sido sintetizada como corpo de inclusao
(insoluvel) ou de forma incompleta, explicando a diminuicdo da producao de proteina soltvel

mesmo com uma boa retencdo de plasmideo.
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Ja para os experimentos com os hidrolisados de proteina de soja, a diminui¢do na
producdo de proteina observada nos experimentos a 31 e 37°C (Figura 4.3) acompanhou o
perfil de estabilidade do plasmideo (Figura 4.4).

A partir dos dados obtidos pela analise das concentracBes de aminoacidos (item
3.4.3), durante os experimentos realizados em camara incubadora, foi calculada a velocidade
média de consumo de cada aminoécido (Equacdo 10) e identificados os aminoacidos mais
consumidos. A maior velocidade de consumo dentre todos 0s aminoacidos, em cada ensaio,
foi tomada como referéncia e foram identificados como aminoécidos mais consumidos
aqueles que apresentaram velocidade média de consumo maior de 60% do valor de referéncia
(para cada ensaio).

A estimativa da velocidade média de consumo dos aminoacidos foi feita com o0s
dados obtidos no periodo de 0-3h de cultivo, devido ao esgotamento da maioria dos
aminoacidos durante esse periodo. Portanto, a avaliagdo do consumo de aminoécidos se
restringe a fase de crescimento, a qual foi conduzida a temperatura de 37°C (Figura 4.2) nas
trés primeiras horas de cultivo, para todas as fontes de nitrogénio estudadas.

A Tabela 4.2 reuni os valores de velocidade média de consumo dos aminoacidos
(em mmol/ gMS.h) estimados nos 3 experimentos realizados para cada fonte de nitrogénio. A
partir das médias apresentadas na pendltima coluna Tabela 4.2, verifica-se que 0s

amino&cidos mais consumidos foram (em ordem decrescente):
- para a Triptona: serina, lisina, &cido glutdmico, leucina e arginina;
- para 0 Phytone: asparagina e serina;
- para o0 Soytone: serina, acido glutamico e lisina.

Dentre os aminoacidos predominantemente consumidos, destaca-se a serina. Este
aminoéacido é percussor de cisteina e glicina (STRYER, 1996) e pode ser usado para formar
piruvato pela enzima L-serina desaminase (KEGG, 2012). Assim, a serina também poderia
ser consumida para suprir a demanda energética da bactéria. O acido glutamico, além de ser
0 aminoacido em maior quantidade na composicdo da PspA4Pro (Tabela 3.1 - 19,6% da
composi¢do da PspA4Pro), é tambeém o precursor de glutamina, prolina e arginina. Ele tem
papel central no metabolismo de nitrogénio, pois é doador de NH," para sintese de glutamina,
que por sua vez doa NH,;  para sintese de asparagina a partir de aspartato, formando
novamente o glutamato. (STRYER, 1996). Além disso, o glutamato é usado na sintese de
aminoacucares e acUcar-nucleotideos, precursores da formacdo da peptiglicana, enquanto a

glutamina é empregada na sintese de purinas e pirimidinas, precursoras dos &cidos nucleicos.
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Portanto, este aminoacido desempenha fungdes no metabolismo para formagdo de elementos
estruturais, como a parede celular, e para sintese protéica e de &cidos nucléicos. Ja a leucina é
precursora da biossintese de acetilcoenzima A, molécula essencial que faz a ligagédo entre a
via glicolitica e o ciclo do &cido citrico (STRYER, 1996).

No caso especifico da Triptona, os aminodcidos com valores maiores de
velocidade de consumo sé&o justamente os que estdo presentes em maior quantidade no meio
de cultivo (Tabela 3.8), com excecdo da serina. Com isso, o alto consumo desses
aminoéacidos pode ser atribuido ao direcionamento dos mesmos para o crescimento celular da

E. coli.

TABELA 4.2. Velocidade de consumo dos aminoacidos selecionados para as diferentes
fontes de nitrogénio. Dados referentes as primeiras 3 horas de cultivo (fase de crescimento).

Fonte de nitrogénio - Triptona - Temperatura 37°C

(m?nngll;]gogg\(j\;).h) Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Média Des. Pad.
Acido glutamico 0,76 0,57 0,69 0,67 0,10
Serina 0,87 0,65 0,78 0,77 0,11
Arginina 0,53 0,4 0,48 0,47 0,07
Leucina 0,63 0,47 0,57 0,56 0,08
Lisina 0,84 0,63 0,75 0,74 0,11

Fonte de nitrogénio - Phytone - Temperatura 37°C

Aminoacido Ensaio4 Ensaio5 Ensaio 6 Média Des. Pad.
(mmol/gDCW.h)
Asparagina 1 0,98 1,11 1,03 0,07
Serina 0,77 0,75 0,85 0,79 0,05

Fonte de nitrogénio - Soytone - Temperatura 37°C

Aminoacido Ensaio7 Ensaio8 Ensaio9 Média Des. Pad.
(mmol/gDCW.h)
Acido glutamico 0,48 0,45 0,45 0,46 0,02
Serina 0,7 0,66 0,65 0,67 0,03
Lisina 0,43 0,4 0,4 0,41 0,02

A producdo especifica, produtividade e concentracdo celular méximas para as
diferentes fontes de nitrogénios, podem ser observadas na Tabela 4.3. Constata-se, portanto,

que o cultivo realizado no meio complexo suplementado com Phytone e com temperatura de
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inducdo de 25°C apresentou resultados superiores em termos de producdo especifica de
proteina, produtividade e formacéo de biomassa.

TABELA 4.3. Produgdo especifica, produtividade e concentragdo celular méximas para as
diferentes fontes de nitrogénio.

Producao especifica Produtividade

Fonte = Temperatura maxima (Mg maxima (g Concentragéo
de de ) celular méaxima
Nitrogénio  inducio (°C) PspA4Pro séluvel/l g  PspA4Pro (g MS/L)
MS) s6luvel/L.h)
Triptona 25 19245 0,120+0,003 6,40+0,3
Soytone 31 124+3 0,050+0,001 5,50+0,3
Phytone 25 209+6 0,120+0,003 6,60+0,3

4.2 Cultivos em Biorreator

A partir dos resultados obtidos nos experimentos conduzidos em frascos agitados,
foram definidas as condic¢des para dar continuidade aos estudos em biorreator. Das fontes de
nitrogénio (FN) alternativas testadas, o Phytone foi o que apresentou os melhores resultados
em termos de formacdo de biomassa (Figura 4.2), producdo especifica de proteina,
produtividade (Figura 4.3) e com a temperatura de 25°C manteve as células resistentes acima
de 90% (Figura 4.4). Por isso, selecionou-se o hidrolisado protéico de soja Phytone para
avaliagdo em cultivos em batelada, em biorreator, utilizando o meio de autoindugdo com a
composicdo fornecida na Tabela 3.6. Foram realizados trés experimentos com o Phytone
(Cultivos 1, 2 e 4) e um experimento com meio contendo Triptona como fonte de nitrogénio
(Cultivo 3), para comparacao. As condi¢fes empregadas em cada cultivo foram descritas na
Tabela 3.10. Os resultados obtidos nesses cultivos sdo apresentados e discutidos a seguir.

4.2.1 Cultivo 1. Crescimento celular e producéo de PspA4Pro em

cultivo em biorreator com Phytone e inducgéo a 25 °C

Este ensaio, assim como os demais, teve como principal objetivo avaliar a
estratégia de autoindugdo em cultivos em biorreator. O cultivo foi conduzido com o meio de
autoinducéo descrito na Tabela 3.6 e monitorado de acordo com as condicdes estabelecidas no
item 3.5.5. No Cultivo 1, escolheu-se como condi¢do de cultivo aquela que levou aos
melhores resultados nos experimentos em frascos agitados (Figuras 4.2, 4.3 e 4.4). Assim,
iniciou-se o cultivo com a temperatura de 31°C e quando a glicose se esgotou, 0 que
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determina o inicio da assimilacdo da lactose e da fase de indugdo, a temperatura foi reduzida
para 25°C, a qual foi mantida até o término do cultivo.

Os principais resultados obtidos nesse cultivo foram distribuidos nas Figuras 4.5 a
4.10. Na Figura 4.5 sdo apresentados os dados relacionados a formacao de biomassa, consumo
de substratos e producdo de metabdlitos, enquanto a Figura 4.6 concentra as informacGes
relacionadas a producéo de proteina PspA4Pro. Nas Figuras 4.7 a 4.10 s&o apresentados 0s
dados adquiridos em tempo real pelo sistema de supervisao SuperSys HCDC para as diversas
condicdes de cultivo (temperatura, pH, concentracdo de oxigénio dissolvido) monitoradas e
para algumas variaveis manipuladas (vazao de ar e de oxigénio, velocidade de agitacao).

Na Figura 4.5 podemos observar o crescimento celular (Cx) o consumo dos
substratos (glicose, glicerol e lactose), além da formacdo de acido acético, no cultivo de
autoinducdo contendo Phytone como fonte de nitrogénio. A concentracdo de acido acético
atingiu o valor maximo de 0,9g/L ap6s 6h de cultivo, periodo no qual a glicose foi o principal
substrato consumido. Esse metabdlito foi reassimilado, ndo sendo observada formacdo de
acido acetico a partir de glicerol ou lactose. A concentracdo de biomassa alcangada ap6s 19h
de cultivo foi de 46,5+2,3g/L. A glicose foi a primeira fonte de carbono a ser consumida
conforme descrito Studier (2005), esgotando-se ap6s 9h de cultivo. J& o glicerol foi
consumido lentamente durante as primeiras 9h (~ 5g/L), com a intensificacdo do consumo
desse substrato ocorrendo apds o esgotamento da glicose, conforme esperado.

O consumo de lactose apresentou perfil semelhante ao do glicerol, porém ficou
mais acentuado ~ 4h ap6s o esgotamento da glicose. Essa demora para o inicio do consumo
mais intenso de lactose esta relacionada ao tempo necessario para desreprimir o operon lac do
genoma das células, que estava reprimido na presenca de glicose pelo mecanismo da
repressdo catabdlica. Ao ser desreprimido, ocorre a liberacdo da sintese das enzimas lac
permease, que transporta a lactose para o interior das células e induz o operon lac, e p-
galactosidase, que hidrolisa a lactose em glicose e galactose. A partir entdo da entrada de uma
quantidade maior de lactose no interior das células, forma-se alolactose em quantidade
estequiometricamente suficiente para ligar-se ao repressor Lacl e remové-lo do operon lac
para liberar a sintese da T7 RNA polimerase, cujo gene esta no profago DE3, e da proteina de

interesse, cujo gene esta no plasmideo.
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FIGURA 4.5. Curvas de crescimento celular, consumo de glicerol, glicose e lactose e
formacdo de acido acético ao longo do Cultivo 1, conduzido com meio de autoinducdo
contendo Phytone e temperatura de indugdo de 25°C (Desvio padrdo gerados a partir dos dados
dos cultivos 1, 2 e 4). A linha pontilhada indica a mudanca de temperatura (31 para 25°C).
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Como esperado (Figura 4.6), as células apresentaram retencdo de plasmideo
(acima de 90%) igual ao cultivo realizado em frasco agitado com indugéo a 25°C (Figura 4.4)
devido as excelentes condi¢bes de controle de pH e de fornecimento de oxigénio
proporcionadas pelo biorreator. A figura também mostra que a producdo especifica e a
produtividade em proteina aumentaram gradativamente a partir 8h (momento do esgotamento
da glicose — Figura 4.5) alcancando respectivamente, 117+3mg de PspA4Pro sollvel/g MS
0,47+0,01gPspA4Pro/L.h ao final do cultivo. A relagdo entre a concentracdo de proteina
PspA4Pro soluvel e a de proteina total solivel apresenta a mesma tendéncia observada nos
gréaficos para produtividade e producdo especifica, atingindo 460+14 no final do cultivo. A
producdo especifica ficou abaixo da obtida no experimento em frasco agitado realizado em
condicOes semelhantes, no qual obteve-se 209+6mg de PspA4Pro soluvel/g MS (Figura 4.3).
Esse fato, assim como os perfis crescentes de produtividade e producédo especifica, sugerem
que as 12h de inducdo normalmente empregadas com a lactose ndo foram suficientes para
promover a plena producdo da proteina recombinante a 25°C provavelmente por que a
desaceleracdo do metabolismo como um todo também implica em menor velocidade de

producdo de proteina, resultando em consumo incompleto da lactose fornecida (Figura 4.5).
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FIGURA 4.6. Producédo especifica, células resistentes, produtividade e a razdo PspA4Pro solavel/
proteina total solivel ao longo do Cultivo 1, conduzido com meio de autoinducdo contendo Phytone e
temperatura de inducdo de 25°C. Desvio padrdo gerados a partir dos dados dos cultivos 1, 2 e 4. A linha
pontilhada indica o esgotamento da glicose e mudanca de temperatura (31 para 25°C).
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Na sequéncia de Figuras 4.7 a 4.10, sdo apresentados os dados on-line adquiridos
automaticamente pela ferramenta de supervisdo. Na figura 4.7, a eficiéncia do sistema de
controle em termos de manutencdo da temperatura e pH sdo demonstradas. No momento da
transferéncia do indculo, o pH do meio no reator era de ~ 6,2 (igual ao do in6culo) logo em
seguida, o sistema de controle automatico de pH foi acionado, mantendo-se o valor em 7,0
durante todo o cultivo. Em relagdo ao controle da temperatura, o cultivo iniciou em 31°C, a
qual foi reduzida para 25°C apds o esgotamento da glicose e mantida automaticamente neste

valor até o final do cultivo.
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FIGURA 4.7. Temperatura e pH ao longo do Cultivo 1, conduzido
com meio de autoinducdo contendo Phytone e temperatura de inducdo de
25°C. A linha pontilhada indica o esgotamento da glicose.
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As Figuras 4.8 e 4.9 mostram a atuacdo do sistema de supervisao para controlar a
concentracdo de oxigénio dissolvido. Enquanto a concentragdo de oxigénio dissolvido
permaneceu acima do set-point (30 % da satura¢do) como mostra a Figura 4.9, a agitacdo e a
vazdo de ar foram mantidas nos valores minimos de 200rpm e 0,5 L/min, respectivamente
(Figura 4.8). A medida que o crescimento se intensificou (Figura 4.5), a agitacio e a vazéo de
ar (Figura 4.8) aumentaram rapidamente, respectivamente de 200 para 900rpm em 2,9h (2,7
até 5,6h de cultivo) e de 0,5 para 3,5L/min em 5,7h (2,58 até 8,28h de cultivo) de forma a
manter a concentracdo de oxigénio dissolvido no set-point (Figura 4.9). As oscilacdes
presentes nos dados de agitacdo (Figura 4.8) e de vazdo molar de CO, (Figura 4.9) no
periodo de 4 a 9h sdo causadas pela alta velocidade de crescimento caracteristica da intensa
assimilacdo de glicose (Figura 4.5). Neste cultivo ndo houve necessidade de enriquecer o ar

com oxigénio puro para manter a concentracdo de oxigénio dissolvido no valor desejado.
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FIGURA 4.8. Agitacdo, vazdes de ar e de oxigénio puro ao longo do Cultivo 1,
conduzido com meio de autoindugdo contendo Phytone e temperatura de indugdo de
25°C. A linha pontilhada indica o esgotamento da glicose e mudanca de temperatura (31

para 25°C).
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A Figura 4.9 mostra os dados da vazdo molar de dioxido de carbono produzido
(VMC), estimada pela Equagdo 14, oxigénio dissolvido e a permissividade. Essas variaveis
apresentaram o mesmo perfil de aumento durante todo cultivo, acompanhando a formacao de

biomassa (Figura 4.5).

FIGURA 4.9. Permissividade, concentragdo de oxigénio dissolvido e vazéo
molar de diéxido de carbono ao longo do Cultivo 1, conduzido com meio de autoindugéo
contendo Phytone e temperatura de indugdo de 25°C. A linha pontilhada indica o
esgotamento da glicose e mudanca de temperatura (31 para 25°C).
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Finalmente, na Figura 4.10, além do sinal de permissividade medido pelo sensor
de capacitancia e a biomassa incluiu-se a producdo cumulativa de CO, com o tempo, a qual
foi obtida por integracdo dos dados de VMC (Equacdo 14). Uma vez que a membrana
plasmatica sofre polarizacao sob a influéncia de um campo elétrico na frequéncia entre 0,1 a
10MHz, o sinal de permissividade dielétrica gerado por uma suspensao de células pode ser
usado como indicador da concentragdo de células viaveis (HORTA, 2011). J& a geracéo de
CO, esta diretamente relacionada ao catabolismo da glicose e do glicerol pelas vias
metabolicas principais e a geracdo de ATP (STRYER, 1996), sendo influenciada tanto pela
concentracdo de células presentes como pela velocidade de crescimento das mesmas. Por
essas razoes, observa-se uma excelente correspondéncia entre as 3 variaveis, conforme
ilustrado na Figura 4.10, o que indica que tanto a producdo de CO, como a permissividade
podem ser utilizados para inferir a concentracdo de biomassa durante a realizacdo dos

cultivos.

FIGURA 4.10. Biomassa, permissividade e nCO, (obtido a partir da
integragdo dos valores de vazdo molar de didxido de carbono) ao longo do Cultivo
1, conduzido com meio de autoinducdo contendo Phytone e temperatura de
indugdo de 25°C. A linha pontilhada indica o esgotamento da glicose e mudanca
de temperatura (31 para 25°C).
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Os dados adquiridos em tempo real para o pH, a temperatura, a vazao de ar e de
oxigénio, a velocidade de agitacdo e a concentracdo de oxigénio dissolvido durante o Cultivo
1 foram apresentados nas Figuras 4.7, 4.8 e 4.9 com a intencdo de ilustrar a eficiéncia do
sistema de supervisdo empregado. O mesmo sistema de supervisdo foi utilizado no
monitoramento e supervisdo dos outros trés cultivos a serem discutidos a seguir e apenas 0s
dados on-line de permissividade e de producdo de CO, serdo reproduzidos e discutidos para

esses cultivos.

4.2.2 Cultivo 2. Crescimento celular e producéo de PspA4Pro em

cultivo em biorreator com Phytone e inducéo a 31°C

A partir dos resultados da producdo especifica de proteina recombinante obtidos
no Cultivo 1 em biorreator (item 4.2.1), com indugéo a 25°C, os quais foram inferiores aos
obtidos nos experimentos em frascos agitados realizados na mesma temperatura de inducéo,
optou-se por estudar a producdo de proteina a 31°C no Cultivo 2, empregando o mesmo meio,
tendo o Phytone como fonte de nitrogénio, além das demais condicdes de cultivo adotadas no
Cultivo 1. Os principais resultados obtidos no Cultivo 2 estdo reunidos nas Figuras 4.11, 4.12
e 4.13.

A Figura 4.11 mostra tendéncias semelhantes de consumo de glicose, glicerol e
lactose as observadas na Figura 4.5 (Cultivo 1). A glicose esgotou-se apds 8h de cultivo,
disparando um intenso consumo da lactose. JA o consumo mais acentuado de glicerol se
inicia antes, quando a concentragdo inicial de glicose é reduzida a metade (~5h). E
interessante notar que, neste caso, ndo houve um intervalo entre o esgotamento da glicose e a
assimilacdo de lactose, devido a aceleragdo do metabolismo proporcionada pela maior
temperatura mantida na fase de indu¢do. Como no Cultivo 1, a concentracdo de acido acético
atingiu um maximo de ~ 0,7g/L, sendo o acido reassimilado posteriormente. A concentragdo
de biomassa alcancada estabilizou-se em 38,6+1,9g/L apds 16h de cultivo, 1h depois do

esgotamento do glicerol.
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FIGURA 4.11. Curvas de crescimento celular, consumo de glicerol, glicose e lactose e
formacdo de acido acético ao longo do Cultivo 2, conduzido com meio de autoindugdo contendo
Phytone e temperatura de inducdo de 31°C. Desvio padrdo gerados a partir dos dados dos cultivos
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Na Figura 4.12 sdo apresentados os resultados relacionados a producdo de
PspA4Pro durante o Cultivo 2. As células resistentes ao antibiotico diminuiram em 30% ao
final do cultivo, sugerindo que a estabilidade do plasmideo foi menor a 31°C. Um perfil
semelhante de retencdo de plasmideo foi observado nos experimentos em frascos agitados
conduzidos com Phytone e Soytone a mesma temperatura (Figura 4.4). A producdo
especifica e a razdo (PspA4Pro soluvel)/(proteina soltvel total) aumentaram intensamente
(Figura 4.12) no periodo de 8 a 14h de cultivo, periodo que coincide com acentuada
formacdo de biomassa e consumo de lactose e glicerol (Figura 4.11). Os valores maximos
para essas variaveis foram, respectivamente, 239+7mg de PspA4Pro soltvel/g MS e de
800mg PspA4Pro soluvel/ g proteina total solGvel. Ja a produtividade atingiu 0 maximo de
1,16+0,03g/L.h em 14h.

Estes resultados foram superiores aos obtidos no ensaio em frascos agitados
realizado & mesma temperatura de inducdo e com Phytone como fonte de nitrogénio (Figura
5), correspondendo a um aumento na producdo especifica de 79% e de 933% na

produtividade. E importante destacar que a alta produtividade alcancada foi consequéncia da
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maior concentracdo de biomassa atingida no biorreator, o qual oferece condi¢des adequadas

de controle de pH e transferéncia de oxigénio.

FIGURA 4.12. Producdo especifica, células resistentes, produtividade e a relacdo entre
PspA4Pro solivel/ g de proteina total ao longo do Cultivo 2, conduzido com meio de
autoinducdo contendo Phytone e temperatura de inducéo de 31°C. Desvio padrao gerado a partir
dos dados dos cultivos 1, 2 e 4. As linhas pontilhadas indicam o esgotamento da glicose (1),

lactose (2) e glicerol (3).
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Na Figura 4.13, observa-se o perfil de variagdio dos dados on-line de
permissividade e de produgdo cumulativa de CO,, que novamente mostraram excelente

correlagdo com a concentracédo celular, medida off-line.

FIGURA 4.13. Permissividade, nCO, e o Cx ao longo do Cultivo
2, conduzido com meio de autoindugéo contendo Phytone e temperatura
de inducdo de 31°C. Desvio padrdo gerado a partir dos dados dos cultivos
1, 2 e 4. As linhas pontilhadas indicam o esgotamento da glicose (1),
lactose (2) e glicerol (3).
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Em relagdo ao Cultivo 2, pode-se afirmar que, de maneira geral, o aumento da
temperatura para 31°C proporcionou melhores condigBes para a producdo da proteina
recombinante, apesar de ter afetado a estabilidade do plasmideo (Figura 4.12). Por outro lado,
0 metabolismo mais acelerado levou ao esgotamento do glicerol e da lactose (Indutor) antes
do periodo de 12h de indugdo (Figura 4.11), o que pode ter limitado tanto a formacdo de
biomassa quanto a produgéo de proteina recombinante nas ultimas 4h de cultivo. A elucidagédo
dessa questéo é o foco do Cultivo 4 (Iltem 4.2.4).
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4.2.3 Cultivo 3. Crescimento celular e producéo de PspA4Pro em
cultivo em biorreator com Triptona e indugédo a 31°C

Este ensaio teve como objetivo avaliar o crescimento e a producdo de proteina em
cultivo em biorreator de bancada conduzido em meio de autoindugéo contendo Triptona como
fonte de nitrogénio, para servir de referéncia nas comparacées com os cultivos realizados com
Phytone. E importante destacar que os meios complexos mais citados na literatura (JIA et al.,
2011; TRIPATHI et al., 2009, , MADURAWE et al., 2000; LIN & SWARTZ, 1992) contém
Triptona (fonte de nutrientes de origem animal) na sua formulagé&o.

Diante dos excelentes resultados obtidos no Cultivo 2 (item 4.2.2) em termos de
producdo de PspA4Pro e crescimento, optou-se por realizar o Cultivo 3 nas mesmas
condicdes de temperatura da fase de crescimento e de inducdo (31°C). Os principais
resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 4.14 a 4.16 e discutidos a seguir.

Na Figura 4.14 observa-se 0 mesmo padrdo de consumo de substrato, tendo a
glicose como principal fonte de carbono consumida nas primeiras 7 horas de cultivo, o
glicerol como fonte de carbono secundaria, consumido entre 7 e 14h de cultivo juntamente
com a lactose, que foi rapidamente assimilada entre 8 e 12h de cultivo. Mais uma vez
observou-se formacdo de &cido acético no inicio do cultivo, como resultado da rapida
assimilacdo de glicose, alcancando o maximo de 0,99/L em 5h de cultivo. Apbs a
reassimilacdo ja observada nos outros experimentos, a concentracdo residual de acido acético
permaneceu em torno de 0,5g/L até o final do experimento. Ocorreu intensa formacdo de
biomassa entre 4 e 13h de cultivo, alcangando-se concentracdo celular méxima de ~ 40g/L.
Com as fontes de carbono esgotadas apds 13h de cultivo, a concentracdo celular se

estabilizou nesse patamar até 15h de cultivo, quando comegou a diminuir.
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FIGURA 4.14. Curvas de crescimento celular, consumo de glicerol, glicose e lactose e
formacéo de cido acético ao longo do Cultivo 3, conduzido com meio de autoinducdo contendo
Triptona e temperatura de inducdo de 31°C. Desvio padrdo gerados a partir das analises do
cultivo.
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Na Figura 4.15, analoga a Figura 4.12 (Cultivo 2), sdo apresentados os resultados
relacionados a producéo da proteina PspA4Pro. A fracdo de células resistentes a canamicina
decaiu até ~ 75% ao final do experimento, mostrando que as condicdes de cultivo afetaram a
estabilidade do plasmideo. E interessante notar que todos os ensaios em frascos agitados em
meio contendo Triptona apresentaram retengdo de plasmideo superior a 90%, inclusive nas
temperaturas mais elevadas. Portanto, a menor retencdo de plasmideo observada no Cultivo 3
poderia ser atribuida ao estresse metabolico causado pela intensa produgdo da proteina
recombinante. De fato, a producédo especifica e a razdo PspA4Pro soltvel/(proteina total
soluvel) aumentaram rapidamente no periodo entre 8 a 11h de cultivo. Esse periodo coincide
com a fase de mais intensa assimilacdo de lactose (Figura 4.14). Os valores maximos de
producdo especifica e razdo PspA4Pro sollvel/(proteina total solavel), foram,

respectivamente, 206x6mg de PspA4Pro solavel/g MS e de 850mg PspA4Pro sollvel/ g
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proteina total soltvel. O perfil de variagdo da produtividade acompanha o da razdo proteina

soluvel/proteina total, com méximo de 1,23+0,03g/L.h em 11h de cultivo.

FIGURA 4.15. Producdo especifica, células resistentes, produtividade e a
razdo PspA4Pro sollvel/ (g de proteina total solivel) ao longo do Cultivo 3,
conduzido com meio de autoinducgdo contendo Triptona e temperatura de inducéo
de 31°C Desvio padrdo gerados a partir das analises do cultivo. As linhas

pontilhadas indicam o esgotamento da glicose (1), lactose (2) e glicerol (3).
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Na Figura 4.16 sdo apresentados os dados de permissividade, concentracao celular

off-line e producdo cumulativa de CO, ao longo do cultivo 3. Como ocorrido nos graficos dos

Cultivos 1 e 2 (Figuras 4.10 e 4.13), o sinal da permissividade acompanha com preciséo 0s

dados de concentragdo celular. No entanto, 0 nimero de moles de CO, produzido acompanha

o0 crescimento até 11h de cultivo, estabilizando-se no valor de 3000mol, porém a

concentracdo celular continue aumentando até 14h. Isso pode estar relacionado a perda de

viabilidade de uma parcela da populacdo ou a algum nutriente inicialmente presente no meio,

mas que tenha se tornado limitante durante o cultivo. Novos experimentos Sa0 necessarios

para esclarecimento da estagnacdo na produgéo de CO, observada.
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FIGURA 4.16. Permissividade, nCO, e o biomassa ao longo do Cultivo 3,
conduzido com meio de autoinducdo contendo Triptona e temperatura de inducdo de
31°C Desvio padrdo gerados a partir das analises. do cultivo. As linhas pontilhadas
indicam o esgotamento da glicose (1), lactose (2) e glicerol (3).
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No caso do Cultivo 3, nota-se novamente que o metabolismo mais acelerado
resultou em excelente producdo de proteina, porém levou ao esgotamento antecipado do
glicerol e do indutor, que foi totalmente consumido 6h antes do final previsto para a fase de
inducdo. Vale a pena destacar ainda, que comparando-se a producdo de proteina e a
produtividade do Cultivo 2 e do Cultivo 3, pode-se afirmar que a substituicdo da Triptona
pelo Phytone € factivel e recomendavel. Essa afirmacdo é baseada nos niveis semelhantes de
produtividade e producéo especifica obtidos em ambas as fontes de nitrogénio e no fato do

Phytone ser um insumo que atende as normas da BPF.

4.2.4 Cultivo 4. Crescimento celular e producdo de PspA4Pro em
cultivo em biorreator com Phytone e inducdo a 31°C, suplementado com glicerol e
lactose

Conforme comentado nas andlises finais dos Cultivos 2 e 3, mesmo tendo

alcancado uma otima producdo especifica (Figuras 4.12 e 4.15) comparados com o cultivo 1
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(Figura 4.6), esses cultivos (2 e 3) apresentaram esgotamento do glicerol e da lactose antes de
12h de inducédo (Figura 4.11 e 4.14). Para avaliar o impacto do esgotamento dos substratos
sobre o crescimento e a producdo da proteina, o Cultivo 4 foi realizado como repeticdo do
Cultivo 2, em meio de autoindugdo contendo Phytone e a 31°C, porém com aplicacéo de um
pulso contendo glicerol e lactose (composicdo do pulso Tabela 3.6) proximo ao momento de
esgotamento desses substratos. Os resultados obtidos no Cultivo 4 s&o apresentados nas
Figuras 4.17 a 4.19.

Na Figura 4.17 pode-se observar o crescimento celular o consumo de glicerol,
lactose e glicose, além da formacdo de &cido acético, no Cultivo 4. O perfil de consumo dos
substratos foi similar ao do Cultivo 2 até 0 momento do pulso, o qual foi aplicado quando
restava ~ 4g/L de lactose e ~ 15¢/L de glicerol no meio. Apo6s a aplicacdo do pulso, a
concentracdo de lactose subiu para ~ 10g/L e a de glicerol para ~ 30g/L, evitando o
esgotamento desses substratos antes das 12h de inducdo. A suplementacdo teve um impacto

significativo na formacdo de biomassa, que atingiu aproximadamente 60g/L em 19h de

cultivo.

FIGURA 4.17. Curvas de crescimento celular, consumo de glicerol, glicose e
lactose e formacdo de acido acético ao longo do Cultivo 4, conduzido com meio de
autoinducgéo contendo Phytone como fonte de nitrogénio, temperatura de inducéo de 31°C
e suplementado com pulso de glicerol e lactose (indicado pela linha vertical) Desvio
padréo gerado a partir dos dados dos cultivos 1, 2 e 4.
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Ja em termos de producdo de proteina, a suplementacdo como o glicerol e a
lactose ndo levaram a mudancas significativas, conforme mostra a Figura 4.18. A producéo
especifica, a produtividade e razdo mg PspA4Pro sollvel/(g de proteina total solavel)
apresentaram um perfil de variacdo semelhante ao observado no Cultivo 2 (Figura 4.12),
aumentando gradativamente das 8 as 17h de cultivo, alcancando valores maximos,
respectivamente, de 245+7mg de PspA4Pro solavel/g MS, 1,10+0,03g/L.h e 850+25mg
PspA4Pro sollvel/ g de proteina soltvel total, os quais sdo bastante semelhantes aos obtidos
no Cultivo 2. Da mesma forma, a fracdo de células resistentes ao antibiotico diminuiu até
70% ao final do cultivo, conforme ocorreu também no Cultivo 2, o que explicaria a

diminuicdo nos valores da producéo especifica e produtividade observada em 21h de cultivo.

FIGURA 4.18. Producdo especifica, células resistentes, produtividade e a relacéo entre
PspA4Pro solavel/ g de proteina total ao longo do Cultivo 4, conduzido com meio de autoinducéo
contendo Phytone como fonte de nitrogénio, temperatura de inducdo de 31°C e suplementado com
pulso de glicerol e lactose. Desvio padrdo gerado a partir dos dados dos cultivos 1, 2 e 4. A linha
pontilhada indica o esgotamento da glicose.
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Na Figura 4.19 sdo mostrados os dados on-line de permissividade e de produgéo
acumulativa de CO; adquiridos no Cultivo 4. O sinal de permissividade acompanha bem os
dados da concentracdo celular medida nas amostras retiradas do meio até 17h de cultivo.
Entre 17 e 21h, embora a concentracdo celular continue aumentando, a permissividade se

mantém em ~ 5pF/cm. Isso decorre da perda de viabilidade, que € detectada pelo sensor de
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capacitancia (apenas células vidveis apresentam polarizacdo da membrana), mas nédo pelos
métodos usuais de medida de concentracdo celular, a partir da turbidez ou da massa seca, que
ndo conseguem distinguir células viaveis das ndo vidveis (HORTA, 2011; SILVA, 2011). Ja
a producdo de CO, apresentou comportamento andlogo ao observado no Cultivo 3 e as

possiveis explicacdes sdo as mesmas incluidas na discussdo da Figura 4.16.

FIGURA 4.19. Permissividade, nCO, e o biomassa ao longo do Cultivo 4,
conduzido com meio de autoindugdo contendo Phytone como fonte de nitrogénio,
temperatura de inducdo de 31°C e suplementado com pulso de glicerol e lactose. Desvio
padrdo gerado a partir dos dados dos cultivos 1, 2 e 4. A linha pontilhada indica o
esgotamento da glicose.
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4.2.5 Andlise comparativa dos cultivos em biorreator

Neste tdpico é apresentada uma sintese dos principais resultados obtidos nos
quatro cultivos em biorreator, visando comparar as condi¢des de cultivo empregadas, isto &,
fontes de nitrogénio (Phytone versus Triptona) e temperatura de indugdo (25°C versus 31°C).
Com esta finalidade foram construidas as Figuras 4.20 a 4.22 e as Tabelas 4.4 a 4.6, que serdo
analisadas a seguir.

A Figura 4.20 mostra a producéo especifica de PspA4Pro em todos os cultivos em
funcdo do tempo. Observa-se claramente que a temperatura de 31°C favoreceu a sintese de

proteina e que, nesta temperatura, 17h de cultivo (correspondendo a ~ 9h de inducéo) foram
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suficientes para atingir a maxima producdo especifica. Conforme ja mencionado
anteriormente, os resultados sugerem que os fluxos de fornecimento de energia e precursores
durante o esforco metabolico de sintese da proteina recombinante devem ser suficientes para
atender a alta demanda da célula. Essa condicdo é mais facilmente atingida quando a célula é
cultivada a temperaturas maiores (SILVA, 2011). Em experimentos em frascos agitados,
geralmente a melhor producdo de proteina é observada em temperaturas menores. Porém, isso
provavelmente acontece por que nessa condicdo ha menor formacdo de &cidos organicos
inibidores (como o acido acético) levando a uma menor variacao do pH do meio.
Comprovou-se ainda, pela comparacdo com os resultados do Cultivo 4, que a falta
de lactose e glicerol ao final dos Cultivos 2 e 3 ndo foi limitante para a produgdo de proteina
PspA4Pro sollvel. Isso também foi consequéncia da aceleracdo na producdo de proteina
resultante da maior temperatura, a qual atingiu seu apice mais rapidamente, tornando

desnecessario prolongar o processo para completar 12 ou mais horas de inducéo.

Além disso, utilizar o Phytone em substituicido a Triptona como fonte de
nitrogénio, ndo sO esta de acordo com as boas praticas de fabricacdo, como favoreceu a
producdo em aproximadamente 16%. Finalmente, a Figura 4.20 mostra que a

reprodutibilidade nos cultivos 2 e 4 foi excelente.

FIGURA 4.20. Producdo especifica de PspA4Pro nos Cultivos em biorreator 1, 2, 3 e 4.
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Na Figura 4.21, os cultivos sdo comparados em termos de produtividade. Observa-
se que no cultivo 2 a produtividade em 14h foi de 1,16+0,03g/L.h, decrescendo para
1,02+0,03g/L.h em 17h, embora a producdo especifica tenha aumentado ligeiramente nesse
periodo (Figura 4.20). Isso é conseqliéncia da estagnacdo do crescimento (Figura 4.11) devido
ao esgotamento das fontes de carbono e também devido ao direcionamento do esforco
metabdlico da célula para a sintese da proteina recombinante. Essa ultima hip6tese também
explica a menor produtividade observada no Cultivo 4, em relacdo ao Cultivo 2. Embora
ambos 0s experimentos sejam analogos até a aplicacdo do pulso, o crescimento no cultivo 4
(Figura 4.17) foi mais lento, resultando em menor produtividade apesar dos valores similares
de producdo especifica (Figura 4.20). A Triptona como fonte de nitrogénio favoreceu uma
maior produtividade (~ 1,2g/L.h) devido principalmente ao rapido aumento na producéo
especifica de PspA4Pro (Figura 4.20) associado ao rapido crescimento proporcionado por

esse nutriente.

FIGURA 4.21. Produtividade em proteina PspA4Pro nos Cultivos em biorreator 1, 2, 3 e 4.
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Assim, analisando em conjunto as Figuras 4.20 (producdo especifica) e 4.21
(produtividade) podemos definir o momento ideal em ~17h para interromper os cultivos
utilizando o Phytone como fonte de nitrogénio. Além da alta produtividade, € importante que

o0 cultivo seja interrompido quando a biomassa acumula a maxima quantidade de proteina
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(alta producéo especifica) para minimizar os custos do processo de purificacdo do produto

recombinante.

Na figura 4.22 foram representados os resultados referentes a razdo PspA4Pro
soltvel/proteina total solGvel para os Cultivos 1 a 4. Observa-se que, nos Cultivos 3 e 4 em
17h de cultivo foi alcangado um valor de 85% de proteina PspA4Pro solivel em relacdo a
proteina total solivel. No Cultivo 2, um valor de 800mg PspA soltvel/ g proteina total soltvel
foi atingido em 14 h de cultivo, mantendo-se neste patamar até o final do cultivo. No Cultivo
1, com indugéo a 25°C, a fragdo de PspA4Pro sollivel chegou a no maximo 50% da proteina
total sollvel. Esses resultados corroboram as constatacdes a respeito da influéncia da

temperatura na producédo da proteina de interesse, conforme discutido para na Figura 4.20.

FIGURA 4.22. Razdo PspA4Pro solavel/ (g de proteina total solGvel) para os
Cultivos em biorreator 1, 2, 3 e 4.
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Outras comparacOes entre os cultivos em biorreator sdo possiveis atraves da
analise dos dados da Tabela 4.4. Nela, alem dos dados relacionados a producéo de proteina, séo
apresentadas informacgdes gerais sobre os cultivos, incluindo a concentragdo celular maxima, o
tempo de cultivo, concentracdo maxima de &cido acético, o fator de conversdo de substrato em

célula e a velocidade especifica maxima de crescimento. Os dados de produtividade, producao
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especifica e razdo PspA4Pro sollvel/(proteina total soltvel) confirmam a influéncia relevante
da temperatura na sintese da proteina, que foi significativamente maior nos Cultivos 2, 3 e 4. Ja
em termos de crescimento, a maior velocidade especifica de crescimento ocorreu no meio
contendo Triptona. Essa fonte de nitrogénio € rica em proteinas e aminoacidos, como mostra a
Tabela 3.8, que provavelmente séo utilizados preferencialmente pelas células para sustentar o
crescimento inicial, levando a um maior pmax. Pela mesma razéo, o maior valor para o fator de
conversdo de substrato em célula foi estimado no cultivo em meio contendo Triptona. Destaca-
se ainda na Tabela 4.4 a excelente reprodutibilidade dos valores de pmax € Yxss dos Cultivos 1,
2 e 4, os quais foram estimados a partir dos dados da fase de crescimento (31°C) para os

cultivos em meio contendo Phytone.
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TABELA 4.4. Resumo dos principais resultados e condicdes de cultivos.
Temperatura de cultivo, concentracdo de biomassa maxima, tempo de cultivo, concentracdo
maxima de acido acético, fator de conversdo de substrato em célula, velocidade especifica
méaxima de crescimento, producéo especifica maxima de PspA4Pro sollvel, produtividade
maxima de PspA4Pro solGvel e maxima relagdo entre mg PspAPro soltvel por g de proteina
total.

Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo3  Cultivo 4

Temperatura antes da

31 31 31 31
inducéo (°C)
Temperatura depois da
inducéo (°C) 25 31 31 31
Biomassa Celular Maxima - 46,542 38,6142 4152 5043
Cx (g/L)
Tempo de cultivo (h) 20 17 17 21
[Ac. Acético]may (/L) 0,91#0,04 0,68+0,03 0,91x0,04 0,27+0,01

Fator de converséo de
substrato em células - Yys  0,45+0,04 0,45+0,02 0,94+0,01 0,44+0,01
(9/9s)
Velocidade especifica
maxima de crescimento - 0,60+0,04 0,62+0,01 0,7+0,03 0,61+0,04
Mmax (™)
Producéo especifica
méaxima de PspA4Pro 11743 239+7 206+6 245+7
solivel (mg/ gMS)
Produtividade maxima de
PspA4Pro solavel (g/L.h)
Maxima mg PspA4Pro
soluvel/ g de proteina total

0,47+0,01 1,16+0,03 1,23+0,03 1,05+0,03

460 800 850 850

Dando continuidade a comparacdo entre os cultivos, a Tabela 4.5 contém
informacdes sobre as velocidades de consumo dos principais aminoacidos assimilados
durante 0s experimentos em biorreator. Para esses experimentos, definiu-se como
aminoacidos mais consumidos aqueles cuja velocidade média de consumo foi superior a
0,2mmol/ g MS.h (no periodo de 0-3h). Como constatado nos experimentos em frascos
agitados (item 4.1.2), a serina foi o aminoacido assimilado mais intensamente nos trés
cultivos em biorreator (cultivo 1, 2 e 4) conduzidos com Phytone, apresentando uma

velocidade media de consumo de 1,2+0,13mmol/gMS.h.
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Ainda, analogamente aos resultados obtidos nos experimentos em frascos agitados, o
acido glutdmico também foi intensamente consumido nos Cultivos 1, 2 e 4. J& no Cultivo 3
em meio de autoinducdo contendo Triptona, a lisina foi o aminoacido assimilado mais
intensamente, com velocidade média de 2,42mmol/gMS.h. A lisina é um dos aminoacidos em
maior quantidade na composicdo da PspA4Pro (Tabela 3.1) cerca de 16,8% ficando em menor
quantidade apenas do acido glutdmico 19,6%.

Devido ao crescimento mais intenso, caracteristico dos biorreatores em consequencia
do adequado suprimento de oxigénio, as velocidades médias de consumo dos aminoacidos
(Tabela 4.5) sdo significativamente superiores as observadas nos experimentos em camara
incubadora (Tabela 4.2).

No caso especifico da producdo de proteinas recombinantes, esses aminoacidos
exercem um papel importante servindo como “blocos de construgdao” e também sdo
precursores de muitos tipos de moléculas pequenas que tém diversos papéis bioldgicos
essenciais (STRYER, 1996).

Outros aspectos da importancia da serina e do acido glutamico para o metabolismo

celular ja foram discutidos no item 4.1.2.

TABELA 4.5. Velocidade de consumo dos aminoacidos dos cultivos em biorreator.

Fonte de nitrogénio - Phytone cultivo 1, 2 e 4. Triptona cultivo 3 - Temperatura 31°C

Aminoacido Cultivo 1 Cultivo2  Cultivo 4 Média Des. Pad. Cultivo 3
(mmol/gMS.h)

Acido aspartico 0,33 0,49 0,35 0,39 0,09 0,22
Acido glutamico 0,44 0,70 0,72 0,62 0,16 0,45
Serina 1,34 1,15 1,11 1,20 0,13 0,49
Arginina 0,19 0,24 0,24 0,23 0,03 0,12
Treonina 0,19 0,22 0,05 0,15 0,09 0,15
Prolina 0,10 0,09 0,24 0,14 0,08 0,06
Tirosina 0,01 0,06 0,41 0,16 0,22 0,03
Valina 0,00 0,00 0,47 0,16 0,27 0,01
Lisina 0,13 1,07 0,24 0,48 0,52 2,42
Histidina 0,01 0,07 0,15 0,08 0,07 0,37

Dados referentes ao tempo de 0-3h de cultivo.

A partir dos dados experimentais representando a variacdo das concentragdes dos
diferentes substratos com o tempo nos cultivos em biorreator, foram estimadas as velocidades
de consumo de glicose, glicerol e lactose. Os valores estimados sdo apresentados na Tabela

4.6. As fontes de nitrogénio empregadas (Phytone e Triptona) ndo afetam muito a assimilagéo
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de glicose, provavelmente porque nessa fase inicial do cultivo, a parcela significativa de
formag&o de biomassa acontece por causa da assimilacdo de nutrientes presentes nas fontes de
nitrogénio (Triptona e Phytone).

No entanto, a fonte de nitrogénio influenciou significativamente a velocidade de
assimilacdo de glicerol e lactose. Os maiores valores velocidade de assimilagdo foram
observadas no Cultivo 3 com Triptona: 8+0,4g/L.h de glicerol e 4,1+0,3g/L.h de lactose. A
rapida assimilacdo dos substratos € coerente com a maior velocidade especifica de
crescimento desse experimento (Tabela 4.4).

A temperatura influenciou a velocidade de assimilagdo de glicerol, mas ndo a de
lactose. A velocidade de consumo de lactose é provavelmente influenciada por outros fatores,
como por exemplo, de transcricdo dos genes que compdem o operon lac.

No cultivo 4 (Tabela 4.6), apds o pulso, houve alteracdo nas velocidades de
consumo de glicerol (significativa diminuicdo de 33%) e lactose (pequeno aumento de 14%).
O menor consumo de glicerol pode estar relacionado a diminuicdo do ritmo de crescimento
causado pela sintese da proteina. J& a manutencdo do consumo de lactose pode ser explicada
pela presenca das enzimas necessarias para o metabolismo desse carboidrato.

Os resultados obtidos mostram uma boa reprodutibilidade das estimativas das
velocidades de consumo de lactose e glicerol para os Cultivos 2 e 4 (antes do pulso), ambos
realizados com Phytone a 31°C.

TABELA 4.6. Velocidade de consumo de glicose, glicerol e lactose nos cultivos em biorreator.

Cultivo 1 2 3 4
T (°C) 31 25 31 31 31 31
Fonte de Carbono (Antes 25°C) (Antes Pulso) (Depois Pulso)
Glicose (g/L.h) 1,8+0,1 ND 1,92+0,07 2,040,2 1,6+0,1 ND
Glicerol (g/L.h) ND 3,610,1 5,7+0,1 8,0+0,4 6,0+0,4 4,0£0,1
Lactose (g/L.h) ND 2,17+0,06 2,18+0,05 4,1+0,3 2,1+0,1 2,4+0,1

Para uma Gltima avaliacdo dos resultados obtidos nos cultivos em biorreator, foi
construida a Tabela 4.7, na qual sdo resumidos alguns dos resultados mais promissores para a
producdo de proteina recombinante utilizando E. coli BL21 (DE3), em cultivos em biorreator
com meio complexo. Pode-se observar que a maioria dos valores de produtividade proteica
encontra-se na faixa de 0,1 a 0,42g/L.h, para temperaturas de cultivo e de inducdo de 37°C.
Mesmo com temperaturas de cultivo e inducdo menores (31°C), o presente trabalho
apresentou uma produtividade 176% maior do que o estudo realizado por Zhang et al. (2009)

utilizando o meio complexo e IPTG como indutor. Estes resultados (da literatura e do presente
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trabalho) estdo de acordo com Machado (2010), que mostrou que 0s meios complexos
apresentam uma maior produtividade em relagdo ao meio definido. Considerando que um dos
principais objetivos dos cultivos de rE. coli é a maximizacdo da produtividade em proteina
heter6loga (TRIPATHI et al., 2009), a escolha do meio complexo se torna cada vez mais uma
boa opcao para esse processo.

A alta producdo especifica alcancada neste trabalho (~239+7mg de proteina
soltvel/g MS, Cultivo 2, com Phytone) foi significativamente superior a relatada em outros
estudos, que varia entre 47 e 191mg de proteina total/g MS.

Um diferencial da estratégia de cultivo desenvolvida no presente trabalho foi a
baixa producdo de &cido acético, cuja concentragdo maxima chegou a ~ 0,7+g/L, sendo
produzido apenas durante o consumo da glicose (até 7h de cultivo). Nos estudos com o meio
complexo desenvolvidos por Silva (2011), a concentracdo de acido acético ficou entre 1 e
5¢/L. Embora a composi¢do dos meios de cultivo empregados neste trabalho e no de Silva
(2011) seja semelhante, a maior producédo de acido acético no referido trabalho pode ter sido
causada pela temperatura de 37°C empregada ou pelo acimulo de nutrientes durante a fase de
alimentacdo. Segundo Luli & Strohl (1994), as concentracdes de &cido acético acima de 5g/L
sdo capazes de reduzir a velocidade de crescimento e o rendimento em biomassa. Esta
comparacao entre o trabalho de Silva (2011) e o agora apresentado é Util para ressaltar a
facilidade na manutencdo das condicGes de operacdo que minimizam a producdo do acido
acetico em cultivo batelada com o meio de autoinducdo. De fato, cultivos em batelada
alimentada correm sério risco de ndo serem bem sucedidos devido a formacdo de acido
acético ou outros metabdlitos caso ocorra acimulo de nutrientes na fase de formacdo de
biomassa ou na fase de indugdo. XU et a. (2012), afirmaram recentemente que cultivos de
Escherichia coli recombinante em autoindugdo, j& contendo lactose desde o inicio, tém
despertado muito interesse, porque maiores quantidades de proteina podem ser alcancadas
sem a necessidade de, por exemplo, definir o0 momento mais apropriado e a melhor
concentragdo celular para adicionar o indutor. Na Ultima coluna da Tabela 4.7, estimou-se a
producdo de proteina em termos da massa obtida por volume de caldo de cultivo. Nota-se
novamente que o valor alcancado no presente trabalho é significativamente superior aos
obtidos em outros trabalhos, ressaltando o potencial da estratégia proposta para a obtencao de
grandes quantidades de proteinas recombinantes. No entanto, é importante ressaltar que a
comparagao dos resultados obtidos em culturas de rE. coli expressando diferentes proteinas
heter6logas deve ser feito com cautela, ja que fatores como o numero de cdpias do plasmideo,



90

Capitulo 4 — Resultados e Discussao

a toxicidade da proteina e o tamanho da mesma, dentre outros, determinam a capacidade de

sintese da célula e podem variar caso a caso.

TABELA 4.7. Comparacéo de estudos realizados com rE. coli BL 21 (DE3) realizados em biorreator.

Acido  Concentragdo

A Meiode  Fonte de Tempo de Produtividade Produtividad — Cx mg T°C  &cetico .
Referéncia Produto . X . . L. . . . de Protéina
Cultivo/ carbono/ Cultivo () em Biomassa e Protéica maximo protéina/g Cultivo/ maximo
autoindugdo  Indutor (g/L.h) (g/L.h) (g/L) MS) inducdo  (g/L) (g/L)
I Complexo/  Glicose/
HU et al., 2004 Tilapia IGF2 = 30 52 0,32 183 62 37/37 1 5,15
néo IPTG
Lietal, 2006 hsBLys  Complexo/  Glicose/ 34 0,92 0,11 35 120 3737 15 4,20
néo Lactose
GOYAL et al ., . Complexo/  Glicose/
2009 streptokinase ndo PTG 11 1,31 0,1 20 50 37/37 1 1,00
ZHANG et al., TATm- Complexo/  Glicose/
2009 survivin(T34A nao IPTG 14 0.63 0.42 88 191 sist 18 1.68
Silva, 2011 Spaa  Complexo/ Glicose/ ) g 1,81 0,25 22 136 3737 21 2,99
néo IPTG
Silva, 2011 Spaa  Complexo/  Glicose+ 20 1,16 (t=8h) 0,18 (t=8h) 13,5 158 (t=8h) 37/37 5 2,13
sim glicerol+
Silva, 2011 Spaa  Complexol  Glicerol/ 20 218 0,32 41,9 155 3737 37 6,49
néo Lactose
Complexo/ Glicose+
Silva, 2011 SpaA ndo P glicerol/ 16 4,13 0,39 66,1 95 37/37 1,2 6,28
Lactose
Glicose+
Presente Complexo/ licerol+
Trabalho - PspA4Pro P ¢ 17 38 1,16+0,03* 38,61+2 239+7*  31/31 0,68%0,03 9,22
. sim lactose/
Cultivo 2
Lactose

* dados referentes apenas a proteinas sollveis
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5. CONCLUSOES

A producéo de um fragmento da proteina PspA4Pro foi estudada em cultivos de
Escherichia coli recombinante em meio complexo conduzidos em cédmara incubadora e em
biorreator. Os resultados obtidos demonstraram que a Triptona, fonte de nitrogénio
tradicionalmente presente em meios complexos para cultivos de rE. coli, pode ser
eficientemente substituida por um hidrolisado protéico de soja (Phytone), totalmente isento
de componentes de origem animal, proporcionando niveis semelhantes de producdo de
PspA4Pro e de formacdo de biomassa.

Constatou-se ainda que a producdo da proteina heteréloga foi influenciada pela
temperatura e pela fonte de nitrogénio empregada no meio de cultivo, tanto nos experimentos
conduzidos em camara incubadora como em biorreator. No conjunto de ensaios preliminares
em frascos agitados, uma producdo méaxima de proteina solivel de aproximadamente 200mg
de PspA4Pro/gMS foi alcancada a temperatura de 25°C, tanto para Phytone como para
Triptona como fontes de nitrogénio, enquanto a producao com Soytone foi 40% menor. J& em
biorreator, 240mg PspA4Pro solGvel/gMS foram produzidas no cultivo conduzido com
Phytone, a 31°C. Esse valor é cerca de 16% superior ao valor observado no cultivo em
biorreator com Triptona, também a 31°C e mais que o dobro do alcancado no cultivo com
Phytone a 25°C.

E importante destacar que, ao contrario do normalmente relatado na literatura, os
estudos conduzidos néo revelaram influéncia da temperatura (na faixa estudada) ou da fonte
de nitrogénio sobre a ocorréncia de proteina ndo soltvel, na forma de corpos de inclusdo. Nos
cultivos conduzidos a 31°C, em biorreator e com meio contendo Phytone ou Triptona, a
fracdo de PspA4Pro sollvel se manteve acima de 80 % da proteina soltvel total. Além disso,
a presenca de PspA4Pro nos debris celulares obtidos apds a sonicacdo de amostras desses
cultivos foi insignificante. A alta percentagem de proteina recombinante soltvel é ainda uma
indicacdo de que o cultivo de rE. coli em temperaturas mais elevadas ou em meio complexo
ndo estimula, necessariamente, a sintese de uma diversidade maior de proteinas, o que
dificultaria os processos de recuperacdo e purificagdo, fato normalmente apontado na
literatura como desvantagem no uso dessas condi¢des de cultivo. E claro que essas
constatacdes sdo validas para o caso da rE. coli BL21(DE3)pET37b+PspA4Pro e precisam ser
avaliadas para outros clones antes de generalizadas. Por outro lado, a menor producgéo de

proteina a temperatura mais baixa observada em biorreator demonstra a importancia da
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manutencdo do crescimento em niveis compativeis com a demanda metabdlica associada a
sintese da proteina heterdloga. Esse resultado também ressalta o risco de adotar estratégias de
producdo em larga escala baseadas em estudos conduzidos em frascos agitados, que podem
levar a condi¢bes subdtimas de producdo de proteina. De fato, nos ensaios em camara
incubadora, a concentracéo de acido acético ao final do cultivo variou entre 0,5 (25°C) e 3g/L
(37°C), influenciando a formagdo de biomassa e a sintese de proteina, que foram maiores a
25°C. Em biorreator, a producdo de acido acético ocorreu somente durante a assimilacéo de
glicose, chegando ao maximo de ~ 0,9g/L, independentemente da temperatura ou da fonte de

nitrogénio empregada.

Em relagdo a producdo de biomassa, o0 mesmo nivel de concentracdo celular final
(~ 40g/L) foi alcancado em todos os cultivos conduzidos como batelada, sem aplicacdo de
pulso, embora a Triptona favoreca conversdo maior e mais rapida em biomassa. E importante
notar, que a concentracdo final atingida depende também da formacéo de biomassa durante a
fase de inducdo, a qual é limitada pela disponibilidade de fontes de carbono,
preferencialmente direcionadas para atender os requerimentos de manutencdo celular
relacionados a sintese de proteina recombinante. Por isso, a suplementacdo com glicerol e
lactose (por aplicacdo de pulso) durante a fase de inducdo, permitiu incrementar a formacéo
de biomassa até 60g/L.

Em termos de assimilagdo de aminoacidos, os resultados mostraram que ~ 90%
dos aminoéacidos livres presentes nas fontes de nitrogénio estudadas foram totalmente
consumidos durante a fase de crescimento para os cultivos em biorreator. Ja para os estudos
em camara incubadora cerca de 20% dos amino&cidos foram consumidos até 6h de cultivo.
Nos cultivos em biorreator conduzidos com Phytone ou com Triptona a 31°C, os aminoacidos
mais consumidos foram a serina, o acido glutdmico e a lisina. Portanto, pode-se concluir que
esses aminoacidos desempenham um papel importante durante o crescimento celular. Devido
ao esgotamento dos aminoacidos ainda na fase de crescimento, ndo foi possivel avaliar a
assimilacdo dos mesmos durante a fase de inducdo a partir dos resultados obtidos nos
experimentos realizados. Portanto, experimentos complementares sdo necessarios para 0

estudo da assimilacdo de aminoacidos durante a fase de inducéo.

A assimilacdo das diferentes fontes de carbono presentes no meio pode ser bem
avaliada a partir dos resultados obtidos nos cultivos em biorreator. Como esperado, a glicose
foi a fonte de carbono preferencialmente consumida. Glicerol e lactose foram assimilados

simultaneamente em todos os cultivos realizados, ao final ou durante a assimilacéo de glicose.
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Devido ao intenso crescimento proporcionado pela Triptona, as velocidades de assimilagédo de
glicerol e lactose foram 30% e 100%, respectivamente, superiores as observadas com Phytone
a 31°C. Para a temperatura de 25°C e em meio contendo Phytone, o glicerol também passou a
ser assimilado mais rapidamente apds o esgotamento da glicose, mas o inicio da assimilagédo
da lactose ocorreu apenas 4h depois. Ja a 31°C, glicerol e lactose foram assimilados mais
intensamente quando ainda restava ~ 7g/L de glicose no meio. Esses dados demonstram, mais
uma vez, o importante papel da temperatura como moduladora da atividade metabdlica e o
impacto da escolha de uma temperatura baixa para a fase inducdo sobre o desempenho do

processo.

A estabilidade do plasmideo foi também influenciada pelas condi¢Bes de cultivo
empregadas. Em camara incubadora, a retencdo do plasmideo ao final do cultivo diminuiu
com o aumento de temperatura para os hidrolisados protéicos de soja e manteve-se acima de
90% nos ensaios com Triptona, em todas as temperaturas empregadas. De maneira
semelhante, nos experimentos em biorreator, a fracdo de células retentoras de plasmideo
permaneceu acima de 94% ao final do cultivo com temperatura de inducéo de 25°C, enquanto
nos cultivos conduzidos a 31°C, com Phytone ou Triptona, esse valor caiu a 70%. Esses
resultados sdo coerentes com os relatados na literatura em relagdo a maior retencdo de
plasmideo em temperaturas menores. Nessa condicdo, a duplicacdo celular ocorre mais
lentamente, facilitando a distribuicdo do plasmideo de forma homogénea entre as células
filhas. Porém, uma maior degradacdo do antibidtico em temperaturas mais elevadas também
pode estar relacionada a menor retencdo do plasmideo observada nas temperaturas mais altas.
Portanto, verifica-se a necessidade de estudos mais especificos para elucidar as causas da
instabilidade do plasmideo e assim definir agdes durante os cultivos para minimiza-la.

A partir das consideragdes expostas acima, conclui-se que o meio complexo de
autoinducdo proposto e validado no presente trabalho constitui uma estratégia interessante
para a producdo de proteina recombinante baseada no modo de operacdo em batelada.
Cultivos em batelada séo curtos, faceis de executar e acessiveis a qualquer laboratério ou
industria que disponha de biorreatores dotados dos sistemas basicos para controle de
temperatura, pH e concentracdo de oxigénio dissolvido. Utilizando o meio de autoindugéo
proposto e um biorreator com 4L de volume datil, foi possivel produzir mais de 50g de
proteina recombinante soltvel, obtida em meio adequado as diretrizes de boas praticas de
fabricacdo, o que pode ser produzido aproximadamente 200 mil doses de vacina conjugada
antipneumocacica , isenta de IPTG e de fontes de nitrogénio de origem animal.
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6. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Embora a maioria dos objetivos propostos para o presente trabalho tenha sido
atingida, a elucidacédo de algumas questdes depende da realizacdo de estudos complementares.

Em relacdo ao estudo da influéncia da temperatura sobre a estratégia de
autoinducdo, a realizacdo de 2 novos experimentos em biorreator a 25°C (de duragédo
prolongada) e a 37°C € recomendavel.

O aumento da producéo especifica e da produtividade em proteina, além dos niveis
alcancados no presente estudo, depende de uma maior retencdo do plasmideo ao final do
cultivo. Nesse sentido, um estudo especifico durante a fase de inducdo envolvendo
suplementacdo com antibiotico ou com aminoacidos, diminuicdo de temperatura, dentre
outras possibilidades, é recomendavel. Por sua vez, a escolha dos aminoécidos a serem
suplementados durante a fase de inducdo depende do conhecimento sobre o perfil de
assimilacdo de aminoacidos nesta fase do cultivo e da identificacdo dos aminoacidos mais
intensamente consumidos.

Os excelentes resultados obtidos com o0 meio complexo proposto podem ser
amplificados em combinacdo com uma estratégia de cultivo em batelada alimentada. Neste
caso, a lactose deve ser retirada da formulacdo do meio de cultivo da batelada e com base nas
velocidades de consumo de fontes de carbono e de aminoacidos, pode ser formulado um meio

de alimentacéo para obtencdo de concentragdes celulares superiores a 100g/L.
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