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Resumo do Projeto de Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos
requisitos necessarios para obtencao do grau de Engenheiro Quimico.
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A producdo de macromoléculas biol6gicas, tais como as proteinas, € um dos
principais ramos de estudo da industria biotecnoldgica. A soroalbumina humana (HSA)
é a proteina mais abundante do plasma sanguineo, apresentando funcdes vitais de
manutencdo da pressdo osmética sanguinea, manutencdo do pH e transporte de
moléculas. O principal método utilizado para obter a HSA hoje, é o fracionamento por
etanol a frio a partir de amostras de sangue obtidos via doacdo, sendo um processo
limitado pela quantidade de sangue doado. A fim de evitar o0 uso de sangue como fonte
de HSA e mitigar alguns dos riscos associados a este procedimento, métodos
alternativos para produzir a soroalbumina humana estdo sendo explorados. A HSA
recombinante (rHSA) surge como uma alternativa a HSA plasmatica. A rHSA pode ser
desenvolvida e expressa como uma forma alternativa de soroalbumina em sistemas
biol6gicos (bactérias, leveduras, plantas e animais) de expressdo. Assim sendo, o
objetivo deste trabalho foi estudar o uso de Pichia pastoris como um sistema de
expressao bioldgica para a producdo de soroalbumina de rato recombinante (rMSA),
proteina com alto grau de semelhanca a HSA, via promotor constitutivo Pgap. Esta
espécie de levedura é comumente utilizada para expressar proteinas em funcédo do seu
rapido crescimento, menor sensibilidade as alteracdes nutricionais e ambientais, e
capacidade de atingir altas densidades celulares durante o cultivo. A metodologia
consistiu na utilizacdo de frascos agitados e experimentos em biorreator para analise do
crescimento celular, producdo de proteinas, concentracdo de glicose no meio e analise
do gés de exaustdo. Apds os experimentos, a qualificacdo dos bioprodutos foi realizada
por eletroforese em gel, e para mensurar a acurécia dos resultados, um balango de massa
de carbono foi proposto. Os experimentos para a produgdo de rMSA foram
considerados bem-sucedidos, mesmo produzindo pequena quantidade de proteinas
quando comparado & literatura. Apesar de se almejar valores de produgdo de rMSA
entre 3 g/L e 10 g/L, os experimentos realizados alcancaram producdes de
aproximadamente 0,3-0,4 g/L. Ja em relacdo ao crescimento celular, pode-se observar
que as leveduras atingiram valores de concentracdo de até 8 g/L, concentragdes estas
consideradas baixas de acordo com a literatura. Novos estudos da producdo de rHSA e
analogos deverdo ser conduzidos para otimizar a produgdo por rota fermentativa e, em
seguida, sistemas de separacdo e purificacdo da proteina em questdo devem ser
estudados. Adicionalmente, ainda ha alguns desafios e debates em torno da utilizacdo de
soroalbumina, que discutem o papel e a eficacia da proteina em tratamentos médicos,

revisando os critérios utilizados para a regulacdo de seu uso.
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Capitulo 1. Revisao bibliografica

Uma das fontes de grande procura na inddstria biotecnolégica durante as ultimas
décadas tem sido a producdo de macromoléculas bioldgicas, tais como as proteinas. Desde
enzimas utilizadas em lavagem de roupas até proteinas aplicadas a tratamentos médicos de
doencas raras, o0 mundo da quimica de proteinas sofreu notavel evolucdo. A purificacdo de
proteinas se expande anualmente e ja atinge a marca de bilhGes de ddlares ao ano, fazendo com
gue empresas no ramo da biotecnologia, que fornecem equipamentos de adsorc¢do, ultrafiltracio
e fermentadores, rapidamente busquem acompanhar e capturar esta fatia crescente e de suma

importancia do mercado da biotecnologia (Harrison et al., 2003).

E usual ouvirmos falar a respeito da importancia das proteinas em nosso organismo.
Elas estdo presentes em todos 0s seres vivos, desde organismos microscopicos até os mais
complexos, como grandes animais e plantas, e participam de praticamente todos o0s
processos celulares, desempenhando um vasto conjunto de fungbes no organismo, como
areplicacdo do DNA, aresposta aos estimulos externos, fungdes mecénicas e estruturais, a
catélise de reacgGes bioquimicas e o transporte de moléculas (Genton et al., 2010). A Tabela 1
apresenta algumas das principais funcGes das proteinas em nosso organismo, com seus

respectivos exemplos.

Tabela 1. Classificacdo de proteinas quanto a funcao

Funcéo Exemplo

Enzimas Ribonuclease, celulase, tripsina e DNA polimerase
Proteinas de transporte Hemaoglobina, soroalbumina e mioglobina
Proteinas estruturais Colageno, queratina e elastina

Proteinas de movimento Actina, miosina e tubulina

Proteinas nutritivas e de reserva Ovoalbumina e Caseina

Proteinas de defesa Anticorpos, fibrinogénio e trombina

Proteinas hormonais/reguladoras Insulina e horménio do crescimento

Fonte: Adaptado de Harrison et al. (2003)

As proteinas sdo macromoléculas formadas por uma ou varias cadeias de aminoacidos,
sendo que alguns podem ser sintetizados pelo organismo humano e outros precisam ser
fornecidos via alimentacdo (Voet e Voet, 2004). Para formarem a proteina, os residuos

individuais de aminoacidos sdo unidos entre si atraves de ligacbes peptidicas, e a sequéncia de
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aminoacidos em cada proteina é pré-definida pela sequéncia de um gene, a qual esta codificada

no codigo genético de cada ser vivo.

Dentre as diversas maneiras de se classificar proteinas, a que se destaca no ambito deste
trabalho de conclusédo de curso é a classificacdo quanto a solubilidade, pois é desta metodologia
gue surge a classe das albuminas. Esta classe é formada por proteinas solUveis em agua e em
solugdes salinas pouco concentradas e que também sdo sensiveis ao calor, causando a sua

desnaturacdo.

A Tabela 2 resume as principais caracteristicas de cada classe de proteinas, sendo elas:

albuminas, globulinas, glutelinas, prolaminas, protaminas e escleroproteinas.

Tabela 2. Classificagdo de proteinas quanto a solubilidade

Classe Caracteristicas importantes

Solaveis em &gua e em solugBes salinas diluidas, coagulaveis pelo calor e

Albuminas
ricas em aminoacidos essenciais, particularmente lisina.
. Insollveis em agua e sollveis em solucdo fracamente salina, coagulaveis
Globulinas
pelo calor.
Glutelinas Solaveis em solucBes acidas e alcalinas diluidas, ndo coagulaveis pelo calor.
Sdo ricas em aminoacidos essenciais.
. Soluveis quase exclusivamente em alcool a 70%. Sdo extremamente pobres
Prolaminas
em lisina e triptofano.
. Proteinas de baixo peso molecular, solGveis em &gua, ndo coagulaveis pelo
Protaminas

calor.

. Insollveis em &gua, solugBes acidas e bésicas diluidas. S&o proteinas
Escleroproteinas

estruturais.

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2008)

A proteina em estudo faz parte das classes das albuminas e das proteinas de transporte,
sendo denominada soroalbumina humana, ou albumina de soro humano, ou ainda HSA, sigla

em inglés para Human Serum Albumin.

1.1. Soroalbumina humana

A soroalbumina humana (HSA) é sintetizada a taxa de 150 — 250 mg/kgec pelos
hepatdcitos, células localizadas no figado, e seguem para o plasma sanguineo, onde
permanecem ativas de 18 a 21 dias, em condicdes fisioldgicas (Falcao et al., 2011). Ela é a
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proteina mais abundante do plasma sanguineo, podendo representar até 60% do total de
proteinas plasmaticas. A HSA tem as vitais funcdes de manutencdo da pressao osmdtica
sanguinea, manutencdo do pH e de transporte de moléculas, tais como vitaminas, enzimas, ions
metalicos, hormdnios e demais substancias (Taguchi et al. 2012 e Matejtschuk et al., 2000).
Dentre os exemplos de moléculas transportadas pela soroalbumina, temos 0s hormdnios
produzidos pela tireoide, hormdnios lipossoliveis, acidos graxos livres e bilirrubina néo-
conjugada. Também segundo Taguchi et al. (2012), devido as funcBes supracitadas, a HSA é
uma proteina de alta importdncia para tratamentos de queimaduras, perda de sangue e

formulacéo de novos medicamentos, aquecendo ainda mais a industria de biotecnologia.

A molécula de HSA é uma proteina de cadeia Unica relativamente pequena, com cerca
de 600 residuos de aminoacidos e massa molecular, que difere entre autores, girando em torno
de 66.000-69.000 Da (Nurdiansyah et al., 2016, Taguchi et al., 2012 e Matejtschuk et al., 2000).
Diferentemente de outras proteinas encontradas no plasma sanguineo, a HSA ndo é glicosilada,

ou seja, ndo ha o acréscimo de mondmeros de agucar a estrutura da soroalbumina.

Ainda em relacdo as caracteristicas estruturais da molécula de HSA, investigacGes
foram realizadas a fim de se determinar o grau de conservagao entre aminoacidos presentes na
proteina de soroalbumina em diferentes espécies animais. As analises apresentadas na Tabela 3
demonstram o alto grau de conservacdo entre aminodcidos presentes na proteina de HSA e

soroalbumina originarias de orangotangos, bovinos e ratos.

Tabela 3. Similaridade entre sequéncia de soroalbuminas em diferentes espécies

Conservacao da sequéncia de aminoacidos da HSA em diferentes espécies

Espécies % Conservacao MM (Da) Fonte
Homo sapiens (Homem) 100% 69.367
Nurdiansyah et al., 2016
Pongo abelli (Orangotango) 99% 69.480
Bos taurus (Gado) 7% 66.463 Geetal., 1998
Mus musculus (Rato) 2% 65.858 Ohtani et al., 1997
Oryctolagus cuniculus (Coelho) 45% - Decker, 2000
Gallus gallus (Galinha) 47% 69.918
Naja naja (Cobra) 32% 69.799
Xenopus laevis (Sapo) 38% 70.500 Nurdiansyah et al., 2016
Salmo salar (Peixe) 28% 67.151
Petromyzon marinus (Lampreia) 15% 159.094




A conservacdo da sequéncia de aminoécidos da HSA é altamente benéfica para os
estudos cientificos relacionados a esta proteina. A similaridade entre proteinas permite que se
utilize sistemas de producdo de soroalbuminas de ratos ou bovinos, MSA e BSA,
respectivamente, quando a producdo de HSA esbarra em questBes de biosseguranca e bioética

em relacdo a clonagem de proteinas humanas, por exemplo.

Como ja mencionado na Tabela 1, a soroalbumina faz parte de uma classe de proteinas
altamente solUveis em &gua e em solucBes salinas pouco concentradas e que também sdo
desnaturaveis na presenca de calor. A Figura 1 evidencia tanto a estrutura terciaria quanto o

modelo de preenchimento de espag¢o da molécula de albumina de soro humano.

Figura 1. Estruturas tercidria e de preenchimento de espaco da HSA, coloridas por estrutura secundaria

Fonte: Modelagem 3D via RSCB Protein Data Bank e Bhattacharya et al. (2000)

Através da Figura 1, pode-se observar que a HSA apresenta uma estrutura globular,
caracteristica esta que a confere uma alta solubilidade em agua. O modelo da estrutura também

evidencia as inimeras estruturas nomeadas alfa-hélices presentes na molécula de HSA.

A solubilidade em &gua da soroalbumina humana é otimizada pela ligacdo de moléculas
de &gua a superficie da molécula da proteina devido a associacdo de grupos carregados e
polares. O estudo realizado por Van Oss e Good (1988) observou que a albumina de soro
humano possui duas camadas de &4gua ao seu redor. Na camada proxima a HSA, as moléculas de
agua sdo quase totalmente orientadas, com os atomos de hidrogénio voltados para a superficie
da albumina, enquanto os atomos de oxigénio ficam afastador da superficie da proteina. Na
segunda camada de moléculas de &gua, a maioria das moléculas de agua (70%) ndo sdo
orientadas. Estas camadas de hidratacdo promovem a solubilidade da soroalbumina humana,
mantendo uma distdncia entre as superficies das moléculas de HSA. Esse fendbmeno é

exemplificado na Figura 2:
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Figura 2. Diagrama esquematico do limite de aproximacao de moléculas de HSA

Fonte: Adaptado de Van Oss e Good (1988)

Além de todas as caracteristicas supracitadas, segundo Taguchi et al. (2012) e Quinlan

et al. (2004), a HSA apresenta propriedades antioxidantes, devido a presenca de:

¢ Radical cisteina-34 (vide Figura 3), que se liga a moléculas de oxido nitrico (NO). O radical
cisteina-34 apresenta um grupo tiol, contendo o radical sulfidrila (-SH). A HSA ¢

responsavel por 80% dos radicais tiol na circulacdo sanguinea;

Figura 3. Estrutura da HSA e a localizacdo do radical cisteina-34 (Cys34)

Fonte: Taguchi et al. (2012)

e Sitios de ligacao de alta afinidade e de baixa especificidade, que se ligam a bilirrubina e
radical heme;

e Radical N-terminal, que se liga aos elementos Cobre, Crémio e Niquel.

1.2. AplicagOes e demanda de HSA

A albumina humana é um medicamento com um vasto histérico clinico e é utilizada ha
mais de 50 anos em diferentes contextos (Matejtschuk et al., 2000). Esta proteina, ja em solucéo
coloide, ¢ vastamente usada em pacientes graves como reposi¢do volémica, durante traumas,

cirurgias e perda de sangue, e sua fundamentacéo tedrica ¢ baseada em dois aspectos; o primeiro



¢ seu papel na recuperacdo de pressdo osmotica plasmatica, contribuindo na manutencdo do
volume intravascular. J& o segundo aspecto esta associado aos niveis séricos de albumina, que é
um marcador de gravidade do estado do enfermo. Quanto menor seu nivel sérico, maior ¢ a

gravidade do caso (Falcdo et al., 2011).

No Brasil, a HSA é mais reconhecida por seus nomes comerciais, sendo 0 mais
conhecido deles o Albumax. Outros nomes comerciais para a HSA incluem Albuminar,
Blaubimax, Beribumi ou Plasbumin 20, por exemplo. No entanto, a soroalbumina ndo pode ser
comprada nas farmacias convencionais, sendo administrada apenas em hospitais por indicagdo

médica. As aplicagdes de tratamentos via soroalbumina estdo esquematizadas na Figura 4:
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Figura 4. Efeitos fisiologicos da soroalbumina

Fonte: Adaptado de Falcéo et al. (2011)

Segundo Sumi et al. (1999), Matejtschuk et al. (2000) e He et al. (2011), nas Ultimas
décadas, a soroalbumina vem sendo utilizada em maiores volumes do que qualquer outra
solucdo biofarmacéutica disponivel, e sua fabricagdo em todo o mundo é da ordem de centenas
de toneladas por ano, gerando valores de 1 a 2 bilhGes de dolares.

De acordo com as estatisticas publicadas pela Food and Drug Organization do
Ministério da Saude dos EUA, US$ 21.600.000 foram gastos nos primeiros 9 meses do ano de
2008 com a compra de frascos de albumina humana. Este foi o maior custo para um dnico
farmaco utilizado em hospitais norte-americanos registrado naquele ano. Paralelamente, Boldt
(2010) afirma que os custos com HSA podem corresponder de 10 a 20% dos custos totais de
farmacos em uma unidade de tratamento intensivo (UTI). A Figura 5 ilustra o crescimento do
mercado de soroalbumina entre o periodo de 1984 até 2014:
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Figura 5. Mercado (em toneladas) da HSA ao longo de 20 anos

Fonte: Dados da International Plasma Fractionation Association

A estrutura do mercado farmacéutico mundial pode ser vista como grandes oligopdlios,
dada a presenga de multinacionais de grande porte que influenciam o comportamento do setor.
Em nivel nacional, a presenga de empresas menores ndo muda as caracteristicas estruturais do
setor farmacéutico. Elas, como no caso do Brasil, reagem as decisdes das empresas maiores
(Fardelone e Branchi, 2006).

Ainda segundo Fardelone e Branchi (2006) e Gadelha et al. (2003), as empresas que
lideram este setor sdo de grande porte e atuam de forma globalizada. Normalmente sdo
empresas sediadas nos EUA e na Unido Europeia, onde os processos de fuséo e incorporagéo ja
vém sendo realizados desde os anos de 1980, buscando a hegemonia em seus segmentos para

reforgar suas posigdes frente ao mercado consumidor.

A empresa especializada em pesquisa de mercado Transparency argumenta que o
mercado global de albumina pode ser segmentado em quatro diferentes setores: Europa,
América do Norte, Asia-Pacifico e o resto do mundo. A América do Norte, entre 0s demais
setores, domina o mercado, impulsionada em grande parte pelos EUA. As razdes para a posi¢do

de lideranca do mercado norte-americano, como j& mencionado, é a robusta presenca da

industria farmacéutica.

Europa e Asia-Pacifico também contribuem consideravelmente para o mercado global
de HSA, sendo que a China é o principal mercado para a soroalbumina na regido asiatica. O
progresso tecnologico de formulagcdo de medicamentos e o maior acesso as tecnologias
oferecem uma oportunidade aos investidores de paises cujas economias estdo em
desenvolvimento, principalmente na regido Asia-Pacifico, segundo relatério da Transparency
Market Research.

Segundo a FEBRAFAR, Federacdo Brasileira das Redes Associativistas e

Independentes de Farmécias, é possivel constatar o aumento da importancia relativa dos paises



emergentes quando se compara a distribuicdo dos mercados de farmacos ao longo do tempo.
Em 2006, os EUA respondiam por 41% do mercado mundial, os principais mercados da Europa,
por 19%, enquanto 0s emergentes eram responsaveis por 14% da receita global. J4 em 2011, o

mercado americano passou a representar 34%, os europeus, 17% e os emergentes, 20%.

A previsdo para 2016/2017 é que o mercado americano sera 31% do total, os cinco
principais mercados europeus, 13%, e 0s mercados emergentes serdo 30% do mercado global,
segundo consultor da FEBRAFAR.

A Figura 6 ilustra a distribuicdo, entre os periodos de 2015 e 2016, do volume
consumido (em toneladas) de HSA, utilizando-se a supracitada metodologia de divisdo de

mercado proposta pela empresa Transparency.

34% B
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22%
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Figura 6. Distribuicdo do mercado mundial de soroalbumina - 2015/2016

Fonte: Dados da Transparency Market Research

Em termos de produgdo nacional, a plataforma AliceWeb reporta que no ano de 2016, a
balanca comercial brasileira apresentou um déficit de cerca de 1,6 bilh&o de reais em relacéo a
exportacdo/importacdo de anti-soros, outras fragdes do sangue e produtos imunologicos
modificados, mesmo obtidos por via biotecnoldgica. E também importante frisar que as
exportacdes destes produtos geram apenas 8 milhdes de reais como fator positivo para a balanca

comercial brasileira, evidenciando que a producdo nacional é de baixissima expressao.

1.3. Metodos tradicionais de obtencdo de HSA

Devido a sua importancia clinica, baixa disponibilidade e altos custos, é de suma
importancia o entendimento e desenvolvimento de metodologias para a produgdo de HSA de

forma a atender a crescente demanda por este farmaco.

Atualmente, o principal método utilizado para obter a HSA é o fracionamento por
etanol a frio a partir de amostras de sangue obtidos via doacdo. A soroalbumina produzida por
8



este método é conhecida como HSA plasmética (pHSA). O processo é limitado pela quantidade
de sangue doado, que é especialmente baixa em paises em desenvolvimento, como China e

Brasil.

A fim de evitar o uso de sangue como fonte de HSA e mitigar alguns dos riscos
associados a este procedimento, métodos alternativos para produzir a soroalbumina humana
estdo sendo explorados. A HSA recombinante (rHSA) surge como uma alternativa a pHSA. A
rHSA pode ser desenvolvida e expressa como uma forma alternativa de soroalbumina em
sistemas de expressdo bioldgicos tais como bactérias, leveduras, plantas transgénicas e animais

transgénicos (Chen et al., 2013).

Um dos questionamentos cruciais para 0s novos métodos de producdo de HSA é se a
producdo em grande escala de rHSA pode ser mais econdmica do que o fracionamento de
plasma sanguineo humano a frio, que produz a pHSA. Para alcancar tal objetivo, hd a
necessidade de se atingir elevados niveis de expressao da proteina recombinante, com o uso de
meios de cultura acessiveis e processamentos de downstream, como a separagdo e purificagdo

da proteina, eficientes e baratos (Heinzle et al., 2006).

1.3.1. Soroalbumina humana plasmética (pHSA)

Atualmente, a soroalbumina é majoritariamente obtida pela extracdo de plasma humano
através do fracionamento por etanol a frio, procedimento baseado no método de Cohn,
originado em 1946. Esse método é usualmente combinado com técnicas de purificagdo, como

etapas de cromatografia, por exemplo (Burnouf, 1995).

O principio do método de Cohn baseia-se na precipitacdo das proteinas plasmaticas pela
combinacdo de diferentes concentracdes de etanol a baixa temperatura, a partir de ajustes de pH
e constante dielétrica, para precipitacdo seletiva das diferentes proteinas desejadas (More e
Harvey, 1991).

As baixas temperaturas utilizadas, sempre menores que 0° C, sdo uma protecdo contra o
fendbmeno ndo desejado da desnaturacdo de proteinas do plasma humano, que pode ocorrer
devido a presenca de solventes organicos no meio, como no caso do etanol (Harrison et al.,
2003).

O principio do método utilizado parece simples, porém, em termos praticos, obter a
soroalbumina plasmatica se torna um processo muito mais complexo. Como fase inicial, ha a
adicdo de pequenas quantidades de etanol a frio, removendo fibrinogénio do plasma sanguineo
como o crio-precipitado. A fase crio-sobrenadante segue para a remocdo de substancias
especificas, tais como antitrombinas, proteinas C, proteinas S e fator 1X complexo, que
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compdem a fracdo |. Subsequentemente, aumentando-se a concentracdo de etanol no
sobrenadante | para 25% a pH 6,9, as imunoglobulinas sdo precipitadas (fracdo I1+111) enquanto
a albumina permanece em solucdo (sobrenadante I1+111). A albumina é entdo isolada da maioria
dos outros contaminantes de plasma, principalmente as globulinas o e 3, que sdo precipitadas
pela adicdo de etanol a uma concentracdo final de 40%. Isto € realizado em dois estagios no
processo de Cohn, gerando as fraces 1V-1 e 1V-4. Numa etapa final, a soroalbumina presente
no sobrenadante 1V-4 é precipitada perto do seu ponto isoelétrico, gerando a fracdo V
(Matejtschuk et al., 2000).

A Figura 7 ilustra de forma geral os passos envolvidos na obtengdo da pHSA a partir do
plasma humano. Em adicdo, a Figura A, no capitulo de apéndices, apresenta 0S passos
envolvidos para a obtencdo de HSA e também de outros produtos gerados a partir do plasma
humano, com seus respectivos pardmetros, como concentracdo de etanol, concentragdo de

proteina, forca ibnica, temperatura e pH.

Plasma humano
1

I Crio-precipitado | | Crio-sobrenadante |

z
Fragao II + 111 [ sobrenadante 11 + 111 |

Fragao I'V-1 | Sobrenadante TV-1 I
Fragio IV-4 [ Sobrenadante 1v-4 |

Figura 7. Processo Cohn de fracionamento do plasma humano
Fonte: Adaptado de Balajthy et al. (2011)

E valido salientar que neste processo, apds a precipitagio seletiva das proteinas, as
fragBes obtidas (I a V/, como ilustrado na Figura 7) sdo geralmente separadas do sobrenadante

via centrifugacao.

Em adigcdo aos passos listados na Figura 7, Boldt (2010) relata os cuidados a serem
tomados ap0s a obtencdo da pHSA na fracdo V. Para a inativacdo de patogenos, a pHSA deve
ser pasteurizada por pelo menos 10 horas a temperatura de 60°C. Com base nesta etapa de
inativagcdo dos agentes patogénicos envolvidos, considera-se que as preparaces de albumina

ndo apresentam qualquer risco de transmissdo de infeccdes. Adicionam-se até 3,2 g/L de
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octanoato de sodio e 4,29 g/L de acetiltriptofano como agentes estabilizadores. As solugdes de

PHSA sdo entdo dissolvidas em solucéo salina contendo 154 mmol/litro de cloreto de sodio.

Tal método tem a vantagem de produzir solucdes de pHSA livres de isoaglutininas ou
substancias caracteristicas dos diferentes grupos sanguineos e por isso, podem assim ser

administradas independentemente do grupo sanguineo do receptor.

No entanto, 0 método de obtengdo de pHSA possui algumas desvantagens além da
complexidade intrinseca a0 método. A primeira desvantagem estd relacionada ao fato de se
utilizar plasma sanguineo de terceiros. Esse procedimento aumenta os riscos de alastramento de
doencas transmissiveis pelo sangue, como hepatite e HIV, por exemplo (Chen et al., 2013 e He
etal., 2011).

De fato, Zhang et al. (2006) relatam que a coleta ilegal e 0 manejo incorreto de plasma
sanguineo fizeram com que o HIV se espalhasse rapidamente, criando o que sdo conhecidas
como aldeias de HIV na Provincia de Henan, localizada na China.

Para eliminar o risco potencial de contaminacao viral, as agéncias reguladoras de todo o
mundo hoje incentivam as empresas farmacéuticas a usar fontes ndo derivadas de animais para a

producgdo farmacéutica, de acordo com Merten (2006).

Uma segunda desvantagem do método de fracionamento por etanol a frio é a total
dependéncia de fornecimento e estoques de plasma sanguineo, em grandes quantidades (Chen et
al., 2013 e Dong et al., 2012). Em diversos momentos da histéria, foram relatados que a

escassez de plasma humano levou a um rapido aumento no prego da pHSA.

He et al. (2011) argumentam que o desenvolvimento de um método de baixo custo para
a produgdo de HSA recombinante é essencial como uma alternativa mais segura e
potencialmente ilimitada & pHSA. Os riscos de contaminagdo e o fornecimento incerto de
plasma sanguineo alavancam o desenvolvimento de bioprocessos voltados para a produgdo de

HSA recombinante.

1.3.2. Soroalbumina humana recombinante (rHSA)

Como o mercado de HSA comercial aumenta continuamente em todo o mundo, HSA
recombinante (rHSA) oferece uma maneira altamente atrativa para atender a demanda atual e

futura, evitando os riscos atrelados a producédo de pHSA.

As propriedades fisico-quimicas e imunoquimicas da rHSA foram previamente
analisadas (Ohtani et al., 1998 e Bosse et al., 2005) e sdo consideradas totalmente compativeis

em termos de seguranca, eficacia e tolerabilidade as caracteristicas da HSA plasmatica.
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Durante os ultimos anos, diversos sistemas de expressao foram estudados e utilizados
para a producdo de HSA recombinante, incluindo Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris, animais transgénicos e plantas transgénicas. As leveduras
sdo consideradas sistemas de expressdo tradicionais (Chuang e Otagiri, 2007) e entre as
diferentes espécies de plantas transgénicas para expressao da rHSA, a semente de arroz
apresenta grande potencial, devido ao seu baixo custo de producdo e alta disponibilidade
(Huang et al., 2007).

Atualmente, 0 uso de microrganismos para a producdo de HSA recombinante é
preferivel ao uso de animais e plantas transgénicas, por exemplo. Essa tendéncia é explicada
pela preocupacdo da sociedade frente aos maus tratos aos animais e também a producdo de

alimentos geneticamente modificados.

Segundo a empresa especializada em pesquisa de mercado Transparency, ha uma
crescente preocupacgdo ética em torno da rHSA extraida de fetos bovinos, procedimento este
visto como uma técnica bastante cruel, além de produzir uma HSA recombinante com alto teor

de impurezas, necessitando de maior atencdo durante os processos de separagédo e purificagao.

J& em relacdo as plantas transgénicas, como 0 uso de sementes de arroz para a expresséo
de rHSA, a principal preocupagdo € a disseminacdo ndo intencional do gene modificado na
cadeia alimentar. Segundo Fox (2003), embora ao longo da histéria tenham sido tomadas
medidas de contencdo destes genes modificados, tais como zonas de isolamento, ainda assim

ocorreram incidentes de escape transgénico.

Outro fator de alerta para a utilizagdo de plantas transgénicas na cadeia de obtencdo de
soroalbumina esta relacionado & alta dosagem de HSA necessaria em aplicacOes clinicas. A
producdo em larga escala de rHSA requereria a utilizacdo de vastos campos de arroz
transgénico, gerando preocupagdes ambientais correlacionadas a disseminacdo da mutacéo,
além de gerar uma possivel competicdo de cultivos entre mercados farmacéutico e alimenticio
(He etal., 2011).

O conceito de se produzir rHSA em microrganismos como sistemas de expressdo se
baseia no consumo de fontes de carbono e outros elementos do meio de cultura, que sdo

convertidos em biomassa celular, subprodutos e HSA recombinante (Harrison et al., 2003).

Ao se utilizar sistemas de expressdo, tipicamente, 0 microrganismo é transfectado com
um plasmideo, de DNA circular, que contém uma sequéncia promotora altamente eficiente que

corrobora em elevados niveis de expressao da proteina almejada (Harrison et al., 2003).

A expressdo de proteinas recombinantes pode ser moldada de acordo com a

necessidade, ou ainda realizada de forma continua. Este controle é determinado por sequéncias
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de DNA que antecedem os genes de interesse, 0s chamados promotores. Esses promotores
indicam para a célula a partir de que ponto a expressdo da proteina deve ser realizada, além de
indicar a quantidade a ser produzida. As proteinas podem ser expressas de maneira constitutiva,
ou seja, produzida continuamente, ou induzida, que corrobora para uma producdo intermitente e
dependente da presenca de um indutor. A principal diferenca entre estes tipos de promotores,
constitutivo ou induzivel, é que o promotor constitutivo mantém, de forma constante, a
expressao da proteina de interesse ao longo do crescimento celular, enquanto o promotor
induzivel necessita que um indutor seja adicionado ao meio de cultura, tal como uma substancia

quimica, horménio, mudanca de temperatura ou mudanga de pH (Santos e Resende, 2015).

A tecnologia do DNA recombinante possibilita a produgdo de rHSA em grandes
guantidades em diferentes sistemas de expressdo, através dos promotores. O entendimento do
dogma central da biologia molecular ¢ essencial para a producdo de proteinas recombinantes,
uma vez que a producdo de rHSA compreende 0s trés processos principais que a célula utiliza
para que a informagdo genética seja expressa: replicacdo, transcri¢do e tradugdo (Miyamoto,
2013). De maneira geral, esses sd0 0s passos necessarios para decifrar a mensagem genética
presente no DNA e expressa-la na forma de proteina.

Como ja mencionado, o ceticismo ronda a produgdo de rHSA devido a constante busca
por elevados niveis de expressdo da rHSA, utilizando-se a menor quantidade de recursos
possivel ao longo do bioprocesso, tanto em termos de meio de cultura e biorreatores, quanto em
termos de processos de separacao e purificacdo. Apesar disso, investimentos nesta tecnologia ja
ndo sdo mais apenas especulacdo. Como exemplo, duas plantas industriais, cada uma com uma
capacidade anual de 12,5 toneladas, foram construidas no Japao e utilizam as leveduras Pichia
pastoris e Saccharomyces cerevisiae como sistemas de expressdo. A primeira destas plantas foi
anunciada pela Mitsubishi Pharma Corporation, hoje Mitsubishi Tanabe Pharma Corporation, ao
fim da década de 90. Ja a segunda planta é propriedade da Kaketsuken e teve seus pedidos de
licenca de funcionamento depositados em 2005 (llgen et al., 2005). Hoje ambas as empresas
possuem a rHSA em seus catalogos de produtos, porém passam por problemas envolvendo
acusacdes de corrupgéo e fraudes de testes de seus medicamentos, de acordo com o The Japan

Times.

Este trabalho tange a producdo de rHSA utilizando a levedura Pichia pastoris como
sistema de expressdo. Assim, o tépico a seguir especifica 0 método atual de producdo de HSA
recombinante, além de introduzir Pichia pastoris, uma levedura vastamente utilizada na

expressdo da soroalbumina humana recombinante.
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Capitulo 2. Justificativa do estudo

2.1. Pichia pastoris e a producéo de HSA recombinante

Atualmente, HSA recombinante é majoritariamente produzida em Pichia pastoris
(Figura 8), através da utilizacdo de metanol como indutor do promotor induzivel AOX (&lcool

oxidase) presente neste microrganismo (Chen et al., 2013).

y
!

Figura 8. Microscopia eletronica de varredura da P. pastoris (aumento de 1600x)

Fonte: Dennis Kunkel Microscopy, Inc. (2011)

Pichia pastoris é uma espécie de levedura comumente usada para expressar proteinas,
em especial para a producdo de rHSA. As leveduras sdo pequenos organismos unicelulares
eucarioticos, que podem crescer como células individualizadas ou agrupadas. Elas sdo bem
caracterizadas e vastamente utilizadas em escala industrial. Em adigdo, comparado a outros
sistemas baseados em eucariotos superiores, como as culturas de células de mamiferos, este

sistema é considerado de uso rapido, facil e mais econdmico (Gellissen, 2000).

Em termos de aplicacdo de leveduras na industria, além de serem utilizadas para a
producdo de proteinas recombinantes, elas sdo tradicionalmente usadas para produgdo de alcool

em fermentacdes anaerdbias, panificacdo e extrato de levedura, como aditivo alimentar.

Em relacdo a taxonomia, Pichia pastoris pertence ao Reino Fungi, Divisdo Eumycota,
Subdivisdo Ascomycotina, Classe Hemoascomycetes, Ordem Endomycetales, Familia
Saccharomycetaceae, Subfamilia Saccharomycetoideae. E importante também comentar que,
recentemente, a levedura P. pastoris passou por reclassificacbes e atualmente pertence a um
novo género denominado Komagataella. Porém, a nomenclatura Pichia pastoris ainda é a mais
difundida e utilizada no meio académico e industrial, frente a Komagataella pastoris
(Kurtzman, 2009).

Pichia pastoris possui uma taxa especifica de crescimento (u) superior a taxa de

crescimento de células de mamiferos, cerca de 0,15-0,18 h* (tempo de duplicacdo de 4,6 horas)
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contra 0,02 h! (tempo de duplicacéo de 29 horas), taxa especifica de crescimento de células
estaminais cardiacas (Jahic et al., 2012 e Bearzi et al., 2007). Além de possuirem um
crescimento de maior rapidez, as células da levedura em questdo sdo0 menos sensiveis as
alteracdes nutricionais e ambientais, tais como temperatura e pH, quando comparadas a células

de mamiferos.

Outra vantagem da utilizacdo desta espécie de levedura estd relacionada as altas
densidades celulares obtidas durante seu cultivo (aproximadamente 130 g/L) e,
consequentemente, a obtencdo de niveis superiores das proteinas expressas (Cregg e Cereguino,
2000). A Figura 9 ilustra a alta densidade celular do cultivo de células de Pichia pastoris, que

pode ser até dez vezes maior do que a de culturas de Saccharomyces cerevisiae.

S. cerevisiae  P. pastoris

Figura 9. Alta densidade celular de cultura de P. pastoris

Fonte: pGAPZa Pichia pastoris Expression Vectors — Thermo Fisher Scientific

Segundo Silva (2010) e Hollenberg e Gellissen (1997), um namero restrito de espécies
pertencentes aos géneros Hansenula, Candida, Torulopsis e Pichia sdo capazes de utilizar
metanol como fonte Unica de carbono. Pichia pastoris é uma destas espécies, sendo entdo uma
levedura metilotréfica. Nessa espécie de levedura, o metanol é oxidado pela acdo de alcool
oxidases, em organelas celulares denominadas peroxissomos, originando formaldeido (HCHO)
e peréxido de hidrogénio (H.0.), que é em seguida decomposto em oxigénio molecular (O) e
agua (H-0) por acgdo de catalases. O formaldeido é entdo utilizado tanto na rota cataboélica, para

a obtencdo de energia, quanto na rota anabdlica, para obtencdo de biomassa (Silva, 2010).

Na rota catabdlica, o formaldeido finalmente deixa o peroxissomo, sendo oxidado por
enzimas denominadas desidrogenases localizadas no citoplasma, formando entdo o dioxido de
carbono (CO,). Estas reacfes sdo responsaveis pela fonte de energia das células de Pichia

pastoris quando crescem exclusivamente em metanol.

Ja na rota anabolica, o formaldeido restante é assimilado para formar constituintes
celulares, obtendo-se assim, biomassa. Trata-se de uma rota ciclica que se inicia com a

condensacdo do formaldeido com xilulose-5-monofosfato, reacdo esta catalisada por uma outra
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enzima localizada no peroxissomo, a diidroxiacetona sintase (DHAS). Os produtos dessa
reacdo, gliceraldeido-3-fosfato e diidroxiacetona, saem do peroxissomo e regeneram, em trés

etapas, a xilulose-5-monofosfato (Soares, 2011).

A rota do metanol nas células de Pichia pastoris é resumidamente elucidada na Figura

10, onde a numeracdo corresponde a diferentes enzimas envolvidas nas respectivas etapas.

s
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Figura 10. Rota metabélica do metanol em Pichia pastoris

Fonte: Adaptado de Cregg e Cereguino (2000)

Na levedura em questdo, as enzimas alcool oxidases (AOX) sdo codificadas por dois
genes bastantes estudados e conhecidos, gerando a AOX1 (alcool oxidase 1) e a AOX2 (alcool
oxidase 2). A enzima AOX1 possui a mesma atividade especifica que a AOX2, porém seu nivel
de expressdo € muito mais elevado, devido ao seu promotor ser mais forte. Segundo Cregg e
Cereguino (2000), AOX1 ¢ responsavel por cerca de 85% da atividade de alcool-oxidase nas

celulas da Pichia pastoris.

As enzimas AOX tém baixa afinidade por O e as leveduras metilotréficas, como no
caso de Pichia pastoris, compensam esta deficiéncia sintetizando grandes quantidades desta
enzima (Cregg e Cereguino, 2000 e Jahic, 2003). Os promotores destes genes sdo estritamente
controlados pela fonte de carbono (metanol) presente no meio de cultura. Isto possibilita o
controle preciso da expressdo da proteina de interesse, no caso, a rHSA. De forma geral, o
controle preciso do promotor induzivel da expressdo enzima AOX1, conhecido também como
Paoxi, faz com este seja o promotor induzivel mais utilizado para expressdo de proteinas

recombinantes atualmente (Lunsdorf et al., 2011).

Das enzimas da rota do metanol, apresentada na Figura 10, as enzimas alcool oxidases

(AOX) estdo presentes em altos niveis no crescimento celular em metanol, mas ndo sdo
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detectaveis em ceélulas da levedura crescendo em outras fontes de carbono, como glicose,
glicerol ou etanol, por exemplo. Isso se deve ao fato do promotor do gene AOX1 (Paox1) ser
fortemente reprimido quando as células crescem em outras fontes de carbono que ndo o
metanol. Ou seja, a presenca de metanol como fonte de carbono é essencial para a inducgédo de
altos niveis de expressdo guando se utiliza 0 Paoxi para tal (Tschopp et al., 1987 e Coudec e
Baratti, 1980).

A fim de se utilizar tal promotor Paox: para a expressdao de HSA recombinante, é
necessario transformar a levedura a fim de inserir as informagGes necessarias para a producao da
proteina de interesse. Segundo Soares (2011) e Sreekrishna et al. (1997), o método de
transformacdo mais utilizado em P. pastoris é o de integragdo de cromossomos. Este método
oferece vantagens frente a outros meios de transformagdo, como: estabilidade da informagao
inserida e a consequente expressdo, maior controle do sitio de integracdo e a capacidade de

construir variados modos de integracdo (Sreekrishna et al. 1997).

A expressdo de qualquer gene inserido na levedura P. pastoris requer trés passos
bésicos: a inser¢do do gene de interesse num vetor de expressdo, a introducdo do vetor de
expressao no genoma da P. pastoris e, finalmente, a andlise e selecdo das leveduras
transformantes. Segundo Silva (2010), os vetores de expressdo em leveduras, que sao veiculos
de clonagem que permitem que os fragmentos de DNA de interesse sejam introduzidos e

replicados na célula, sdo usualmente compostos por:

e Cassete de expressdo — promotor constitutivo ou indutivel, gene acoplado ou ndo a
sequéncias sinalizadoras (com codons selvagens ou otimizados) e um fragmento de
terminag&o de transcricao;

e Sequéncia de replicacdo por integracéo;

e Marcador de selecdo (autotrofismo ou antibidticos, por exemplo, que selecionam as
leveduras que sofreram a transformacgao com sucesso);

e Origem de replicacdo bacteriana e um marcador de selegdo bacteriana, que facilitam o

armazenamento e amplificacdo do vetor, geralmente de E. coli.

No caso especifico da producéo tradicional de rHSA via Pichia pastoris, os cassetes de
expressao possuem o promotor indutivel de gene AOX1 (Paoxi), 0 gene sintético da proteina
HSA com cddons otimizados para a levedura P. pastoris e o fragmento de terminacdo da
transcricdo do gene AOX1. Na Figura 11 é possivel observar um diagrama generalizado de um

vetor de expressdo utilizado na expressao de proteinas recombinantes em Pichia pastoris.
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Figura 11. Diagrama genérico de um vetor de expressao utilizado em P. pastoris

Fonte: Adpatado de Cregg e Cereguino (2000)

Apos a clonagem dos vetores de interesse, ocorrem a transformagao da Pichia pastoris,
seguida da manutencdo deste DNA nas células hospedeiras. A selegdo dos transformantes, ou
seja, as células de P. pastoris que realmente obtiveram o gene para a expressao da rHSA, pode
ser obtida através de marcas de selecdo, baseadas em resisténcia a antibioticos, ou ainda, por
auxotrofia, baseada na complementacdo nutricional de deficiéncias genéticas, focando na
incapacidade da levedura ndo transformada de sintetizar algum composto necessario a sua
sobrevivéncia (Dos Santos, 2012).

Ao fim, como uma vantagem adicional desta levedura, a expressdo da HSA
recombinante em P. pastoris pode se dar intracelularmente ou extracelularmente. Ao se excretar
a rHSA, as etapas de separacdo e purificacdo sdo simplificadas, ja& que demais proteinas
enddgenas estardo em menor concentragdo no meio de cultura, que conterd majoritariamente a
soroalbumina humana recombinante em sua composic¢éo proteica (Cregg e Cereguino, 2000).
Para que a excre¢do da rHSA ocorra, é necessario a adi¢do de uma sequéncia sinal que direcione
a proteina para o meio extracelular. Ainda segundo Cregg e Cereguino (2000), acido fosfatase
(POH1) e o fator (a-MF) de Saccharomyces cerevisiae sdo 0s sinalizadores de excre¢do de

maior sucesso e 0s mais utilizados nos vetores de expressdo para Pichia pastoris.
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- Constitutivo ou indutivel Expressio intracelular de proteina

Marcador de selecio
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Figura 12. Expressao heterdloga intra ou extracelular de proteinas em P. pastoris

Fonte: Adaptado de Ahmad et al. (2014)
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Ao fim do processo, a taxa de expressdo de HSA recombinante em Pichia pastoris em
meio rico em metanol via Paox1 pode exceder 10 g/L, segundo Dong et al. (2012), Kobayashi
(2000) e Chen et al. (2013).

2.2. Obtendo rHSA via promotor constitutivo Pcar em Pichia

pastoris

Apesar dos promotores indutiveis permitirem um mecanismo de controle da expressao
génica, as aplicacdes praticas destes sistemas sdo limitadas pela heterogeneidade transcricional
ao nivel celular, pela toxicidade dos indutores e pelos efeitos pleiotropicos mediados pelos
indutores (Qin et al., 2011, Khlebnikov et al., 2000 e Siegele e Hu, 1997). Estas dificuldades
evidenciam a necessidade de se aprofundar os estudos de sistemas de expressdo baseados em
promotores constitutivos, que asseguram a homogeneidade transcricional sem a presenga de um

indutor no sistema.

Buscando alternativas ao método de obtencdo de rHSA a partir do promotor indutivel
AOX1, diversas pesquisas foram realizadas a fim se obter um processo constitutivo para a
producdo de soroalbumina recombinante, ou seja, produzindo-se rHSA de maneira continua,

sem a utilizagdo de um indutor no bioprocesso.

Como ja mencionado, a inducdo do promotor AOX1 é feita através da presenca de
metanol. Esta substancia, no entanto, € um material inflamavel, téxico e de dispendioso
manuseio e estocagem em escala industrial. Como soluc¢do, a transformacéo de Pichia pastoris
com um promotor constitutivo de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAP) elimina a
necessidade de um passo de indugdo com metanol (Cereguino et al., 1999) e permite a utilizacao

de um meio rico em glicose como fonte de carbono.

No metabolismo da levedura Pichia pastoris, a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase é
uma enzima de suma importancia durante a glic6lise. A glicélise é uma sequéncia metabolica
composta por dez reagOes catalisadas por enzimas livres no citosol, na qual a glicose € oxidada
produzindo moléculas de piruvato, ATP e NADH, que serdo introduzidos na cadeia respiratoria
ou na fermentacdo, dependendo do ambiente em que o organismo se encontra (Nelson e Cox,
2008). A equacdo e a rota globais da glicolise sdo apresentadas a seguir e na Figura 13,

respectivamente.

Glicose + 2 NAD" + 2 ADP + 2 Pi =» 2 NADH + 2 Piruvato + 2 ATP + 2 H,O
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Na primeira reacdo da glicllise, a glicose é fosforilada, com o gasto de uma molécula
de ATP, formando uma molécula de glicose-6-fosfato e uma molécula de ADP. Essa reacdo é
catalisada pela enzima hexoquinase e é irreversivel sob condicdes fisioldgicas, o que impede
gue a molécula de glicose deixe a célula apds a sua entrada, na forma de glicose-6-fosfato. Ao
adicionar o grupo fosfato a molécula de glicose, ela adquire uma carga negativa, o que torna
impossivel sua passagem, sem gasto de energia, pela membrana celular, mantendo-a no interior

da célula (Figura 13).
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Figura 13. Rota global das reacbes que compdem a etapa da glicélise

Fonte: Adaptado de Benjamin Cummings (2001)

Na segunda reacdo, catalisada pela enzima glicosefosfato-isomerase, também
denominada fosfoexose isomerase, a glicose-6-fosfato, uma aldose, € convertida via processo de
isomerizacdo reversivel em frutose-6-fosfato, uma cetose. Essa reagdo é vista como uma

preparacao para as subsequentes duas reacdes.

Durante a terceira reagdo, ha o gasto de outra de molécula de ATP para fosforilar a

frutose-6-fosfato e converté-la em frutose-1,6-disfosfato. Esta reacdo também é irreversivel,
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catalisada pela enzima fosfofrutoquinase. Apos esta reacdo, a molécula se encontra simétrica

para que ocorra uma etapa de clivagem na reacdo seguinte.

J& na quarta reacdo, temos a clivagem da frutose-1,6-difosfato e a formacdo de duas
trioses, o gliceraldeido-3-fosfato e a dihidroxiacetona (ou diidroxiacetona) fosfato. A catélise é
mediada pela enzima aldolase. A quinta reacdo esta atrelada a isomeria entre o gliceraldeido-3-
fosfato e a dihidroxiacetona fosfato. Estas trioses sdo facilmente conversiveis reversivelmente

pela enzima triosefosfato isomerase.

Finalmente, entramos na sexta reacdo da glicolise. E nesta etapa que temos a
gliceraldeido-3-fosfato hidrogenase como catalisador da reagdo. O gliceraldeido-3-fosfato é
desidrogenado pelo NAD™ (que é convertido a NADH) e fosforilado por um fosfato inorgéanico,

dando origem a molécula 1,3-difosfoglicerato.
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Figura 14. Desidrogenac&o do gliceraldeido-3-fosfato catalisada pela GAP

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2008)

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase é uma proteina homotetramérica, ou seja,
formada por quatro meros idénticos, com 333 residuos de aminoacidos, peso molecular de 35,4
kDa e, como ja mencionado, é expressa constitutivamente sob o controle do seu promotor
Pcar (Waterham et al., 1997).

As reacdes subsequentes a acdo da enzima gliceraldeido-3-fosfato consistem em:

e Reacdo 7: Formacdo de 3-fosfoglicerato a partir de 1,3-difosfoglicerato, catalisada por 1,3-
BiP glicerato cinase. ADP recebe o grupo fosfato, dado origem a uma molécula de ATP;

e Reacdo 8: Formacdo do 2-fosfoglicerato a partir do 3-fosfoglicerato, catalisada por
fosfogliceromutase;

¢ Reacdo 9: Formacdo de uma molécula de agua e uma de fosfoenolpiruvato (PEP), através da
desidratacdo da molécula 2-fosfoglicerato, catalisada pela enzima enolase;

e Reacdo 10: Formacdo de molécula de ATP e piruvato, através da transferéncia do grupo

fosfato do PEP para uma molécula de ADP, catalisada pela enzima piruvato cinase.
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Ao fim da glicélise, a molécula de piruvato pode ser encaminhada ao ciclo de Krebs ou
a diferentes rotas fermentativas, como as fermentagdes alcodlica ou latica. O metabolismo
completo de diferentes fontes de carbono, tais como glicose ou metanol, é ilustrado na Figura B,

no capitulo de apéndices.

O promotor Pgap é geralmente utilizado para a producdo de proteinas atoxicas ou que
ndo inibem o crescimento da levedura P. pastoris. A principal vantagem de se utilizar este
promotor constitutivo, além da ndo utilizacdo de metanol, esta atrelada ao fato de que a

producdo da proteina de interesse sera proporcional a massa celular presente no cultivo.

Segundo Calik et al. (2015), Pcar € um promotor dependente da fonte de carbono
presente no meio para a expressdo de proteinas em P. pastoris. Os niveis de expressdo mais
elevados sdo obtidos quando se utiliza a glicose como fonte de carbono. A expressao
constitutiva sob o controle do promotor Pcapem meio rico em glicose pode produzir
concentracdoes da proteina de interesse comparaveis aos rendimentos da expressdo via
promotor indutivel Paoxiem meio rico em metanol (Fedosov et al., 2002 e Waterham et
al., 1997). Quando se utiliza um meio com uma fonte de carbono mais complexa, tal como um
meio rico em glicerol, os niveis de expressdo do promotor Pcap decaem pela metade. E, ao se
utilizar o mesmo meio utilizado na expressdo do promotor Paoxi, OU Seja, 0 metanol, 0s niveis
de expressdo do promotor Pgap decaem 66%, segundo Cereghino e Cregg (2000), mostrando
que o promotor Pgap de fato tem niveis de expressdo mais elevados quando se utiliza a glicose

como fonte de carbono.

A fim de se utilizar o Pgap para a expressdo de HSA recombinante, é necessario
transformar a levedura inserindo as informagdes necessarias para a produgdo da proteina de
interesse. Novamente, assim como na producdo de rHSA via Paoxi, faz-se uso de plasmideos
para a transformacdo da P. pastoris. Como ja dito, este método oferece diversas vantagens, tal

como a boa estabilidade da informag&o inserida e a consequente expressao.

Segundo Qin et al. (2011), o promotor Pgap possui 0 tamanho de 477 bp, enquanto o
Paox1 possui 960 bp. Esta diferenca de tamanho, que beira os 50%, faz com que o promotor
Pcar Seja considerado mais adequado para a geracdo e replicacdo eficientes de cassetes de

expressdo e consequentes bibliotecas de organismos recombinantes.

Segundo Cregg (1999), quase todos os plasmideos de P. pastoris disponiveis s&o
vetores do tipo shuttle, ou seja, podem ser propagados em duas diferentes espécies de micro-
organismos. No caso dos vetores para Pichia pastoris, os plasmideos podem ser propagados

tanto em Escherichia coli quanto em P. pastoris.
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Diversos plasmideos sdo comercializados para a expressdao em P. pastoris, tais como:
PHWO10 com o marcador selecionavel HIS4 (Waterham et al., 1997) e os plasmideos das
séries pGAPZ e pGAPa da empresa Invitrogen, que possuem marcador de selegdo de resisténcia
a Zeocina®). Além do marcador de sele¢do, os plasmideos das séries pGAPZ e pGAPa
apresentam um cassete de expressao constituido pelo promotor constitutivo Pcap, fragmentos de
terminacdo de transcricdo (AOX1 TT e cycl TT) e origem de replicacdo (pUC ori), para
propagacao do plasmideo.

As séries pGAPZ e pGAPa sdo utilizados para a producdo de proteinas
intracelularmente e extracelularmente, respectivamente (Cregg, 1999), visto que a Gltima possui
o fator a-MF, como visto na Figura 15, uma sequéncia sinal que direciona a proteina produzida

para 0 meio extracelular.

Figura 15. Vetor série pGAPZ/pGAPa, para expressdo de rHSA em P. pastoris via Pgap

Fonte: Invitrogen — Thermo Fisher Scientific

Em suma, a soroalbumina humana é uma proteina de transporte que desempenha
funcBes de suma importancia em nosso organismo e é de interesse da sociedade que esta
proteina seja produzida em prol da salde publica, para tratamentos de doencas crbnicas e
quadros emergenciais. Ha duas formas principais de se produzir a HSA: a primeira é a obtencao
desta proteina diretamente do plasma sanguineo, obtendo-se a pHSA, e a segunda é viabilizada
por meio da utilizacdo de micro-organismos, tal como a Pichia pastoris, para a expressao de
rHSA.

A producdo de HSA plasméatica (pHSA) estad atrelada a diversas dificuldades de
obtencdo de plasma humano, a matéria prima do processo, e a problemas relacionados a

contaminacdes do produto final.
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A levedura P. pastoris € comumente utilizada para a expressao de proteinas
recombinantes, devido a seu rapido crescimento, cultivos em altas densidades celulares,
modificacdes pos-traducionais, dentre outras vantagens. Utilizando esta levedura, a HSA
recombinante (rHSA) pode ser produzida via promotores indutiveis ou constitutivos, sendo
Paox1 € Pcap 0S promotores mais utilizados de cada tipo de promotor, respectivamente. O
promotor Paoxi necessita da presenca de metanol, substancia toxica e dificil manipulacdo em
escala industrial, para que a expressdo de rHSA ocorra. Ja 0 promotor Pgap dispensa a etapa de

inducéo via metanol e expressara a rHSA proporcionalmente ao crescimento das células.

O sistema de expressdo em questdo é capaz de produzir soroalbumina humana
recombinante, de maneira constitutiva e, secretar o bioproduto para o meio extracelular,
facilitando assim as etapas de separagdo e purificacdo da proteina. Estudos tém demonstrado
gue, em cenarios mais conservadores, a levedura Pichia pastoris é capaz de produzir até 3 g/L
de soroalbumina via promotor Pgap (Ohtani et al., 1997). Em contra-partida, cenarios mais
otimistas resultam em rendimentos similares a producao de rHSA via Paoxi, em torno de 10 g/L
(Fedosov et al., 2002).
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Capitulo 3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho baseia-se na avaliacdo de uma das metodologias de
producdo de soroalbumina recombinante, estudando-se a producdo de soroalbumina por rota
fermentativa em Pichia pastoris, mediada pelo promotor Pear que, ao contrario do promotor
Paox1, Ndo oferece riscos e dificuldades atrelados a etapa de inducdo por metanol.

Por questdes de ética em pesquisa e limitagdes no estudo de clonagem de proteinas
humanas, o problema foi solucionado utilizando-se uma proteina analoga a HSA para expressao
em Pichia pastoris, a soroalbumina de rato (MSA). Devido a baixa variacdo nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas MSA e HSA, vide Tabela 3, as duas proteinas se comportam de
forma semelhante em diferentes condi¢fes de pH e temperatura, por exemplo (Ohtani et al.,
1997).

3.2. Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral acima mencionado, foram propostos diferentes objetivos

especificos a serem concluidos ao longo do estudo, tais como:

e Estudo e selecdo de meio de cultura 6timo em frascos agitados;

e Anédlise de crescimento celular e producéo de proteinas extracelulares;

e Crescimento de P. pastoris em frascos agitados para a inoculacéo do biorreator;
e Monitoramento e controle remoto das condigdes experimentais do biorreator;

e Qualificacdo dos bioprodutos formados;

e Balanco de massa de carbono.
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Capitulo 4. Metodologia

Para se atingir o objetivo geral e os diversos objetivos especificos supracitados, diversos
experimentos foram realizados no Chemical Biological Engineering Laboratory, na
Massachusetts Institute of Technology. A metodologia destes experimentos € enunciada a

sequir.
4.1. A cultura microbiana

Como origem de todo o estudo, as células de P. pastoris foram cedidas gentilmente pelo
Departamento de Biologia da Massachusetts Institute of Technology, e ja sofreram métodos de
transformacao para possuirem 0s genes necessarios para a produgdo de rMSA via Pgap. Tais
células foram cultivadas em meio de cultura YPD e posteriormente conservadas em glicerol
(30%), em temperatura de -80°C. Ja no momento apropriado de utilizacdo das células, o
descongelamento se deu em banho-maria a 35°C. Apo6s o descongelamento e obtengdo da
amostra de células, foi realizado o planejamento de experimentos, que possui trés etapas

distintas, como observado na Tabela 4.

Tabela 4. Estrutura do estudo de producéo de rMSA via fermentagéo em P. pastoris

Objetivo Ferramenta

- Comparacdo de meios de cultura - Experimentos em frascos agitados
Primeira - Observagéo de cinética de crescimento - Métodos analiticos:
etapa - Observacéo de producdo de proteina e DO, DCW,;
- Producéo de biomassa para inoculo da 22 etapa o BioRad Assay.

- Monitorar e controlar pardmetros: . .
- Experimentos em biorreator de bancada

e  Temperatura;
Segunda o pH;

- Métodos analiticos:

e DO, DCW;
etapa Agitacao; .
P * griag e BioRad Assay;
e  Oxigénio dissolvido.

e Glicose.

- Observacdo de producdo de proteina

- Qualificacdo de bioprodutos

- Balango de massa do processo: - Métodos analiticos

Terceira e Fontes de carbono; e  Espectrdmetro de massa
etapa e Proteinas produzidas; o Eletroforese em gel

o COy e Dados das etapas anteriores
e Biomassa.
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4.2. Experimentos em frascos agitados e a escolha do meio de

cultura

O crescimento de Pichia pastoris e a producdo de rMSA via Pgap estdo fortemente
atrelados a0 meio de cultura utilizado. E por esta razio que, a etapa de selecdo de um meio de

cultura apropriado ao experimento € de fundamental importancia.

4.2.1. Meios de cultura

Segundo Huang et al. (2015), Schilling et al. (2001) e Kobayashi et al. (2000), dois
meios de cultura sdo utilizados para a producdo de proteinas recombinantes em P. pastoris via
Pcap. O primeiro meio de cultura, e também o mais difundido, é o BSM (do inglés, Basal Salts
Medium), de composicéo listada na Tabela 5. Ja o segundo meio de cultura é o meio Kobayashi,
que surge como uma modificagdo do meio BSM, tendo como modificagdo principal a presenca
de timina, como fonte de vitamina, ao invés de apresentar biotina, como visto no meio BSM. A

composicao do meio Kobayashi também ¢€ listada na Tabela 6.

Tabela 5. Composicao do meio de cultura BSM

Basal Salts Medium (BSM)

Componente Concentracao

1. Hexametafosfato de Sédio 167 mL/L

2. CaS04.2H:0 0,93 g/L

3. K2SO, 18,2 g/L

4. KOH 4,13 g/L

5. MgS04.7H:0 149 g/L

6. Biotina 0,87 mg/L

7. Elementos tragco PTM1 4,35 mL/L

8. Glicose 20 g/L

9. HCI Suficiente para atingir pH 5,0

Fonte: Schilling, Goodrick e Wan (2001)

Tabela 6. Composicdo do meio de cultura Kobayashi

Kobayashi

Componente Concentracéo

1. Hexametafosfato de Sddio 167 mL/L

2. CaS0,4.2H,0 0,6 g/L

3. K2SO4 9,5¢g/L

4. MgS04.7H,0 7,8 g/L

5. KOH 2,6 g/L

6. Tiamina 0,2 mg/L

7. Elementos traco PTM1 1,6 mL/L

8. Glicose 20 g/L

9. HCI Suficiente para atingir pH 5,85

Fonte: Kobayashi et al. (2000)
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A solucdo de elementos traco PTM1 consiste em: CuS0..5H,0 - 6,00 g/L, Nal - 0,08
g/L, MnSO4.H,0 - 3,36 g/L, Na2M00..2H,0 - 0,20 g/L, HsBOs - 0,02 g/L, CoCl, - 0,82 ¢/L,
ZnCl; - 20,00 g/L, FeS04.7H,0 - 65,00 g/L, Biotina - 0,2 g/L, H>SO. (95%-98%) - 5,00 mL/L.

4.2.2. Parametros dos experimentos em frascos agitados

A fim de escolher o melhor meio de cultura para a continuagdo dos estudos de produgéo
de rMSA, ensaios em frascos agitados foram realizados para se comparar 0s meios de cultura
BSM e Kobayashi (Tabela 7). Foram analisados o crescimento da levedura e também a

producdo de proteinas totais.

Tabela 7. Parametros dos experimentos em frascos agitados

Experimentos em frascos agitados

Numero de ensaios 6 Frascos - 3 BSM e 3 Kobayashi
Incubadora New Brunswick Shaker Innova 43
Agitacao 230 + 20 - Cino (1999)
Temperatura 30°C - Cino (1999)

pH 5,0

Volume total dos frascos 125 mL

Volume utilizado 20-40 mL

Duracéo dos experimentos 72 horas

Como observacles em relacdo aos parametros dos experimentos em frascos agitados, é

importante frisar que:

e Os frascos utilizados possuiam volume total de 125 mL, porém apenas 20-50 mL de
suas capacidades foram utilizados, evitando qualquer limitacdo de aeracdo do meio de
cultura;

e A duracdo dos experimentos em frascos agitados foi modelada a partir da taxa
especifica de crescimento (p) da P. pastoris, cerca de 0,15-0,18 h? (Jahic et al., 2012).
Avaliou-se que apés 3 dias de incubagdo, a partir de uma DOsy inicial de 0,2, a
biomassa ja teria crescido e atingido concentracBes consideradas aceitaveis para evitar

falta de nutrientes e/ou dificuldade de aera¢do do meio.

J& em relacdo aos métodos analiticos utilizados durante esta fase do estudo, tem-se as
andlises de densidade 6tica (DO), peso seco de células (DCW, do inglés Dry Cell Weight), e
concentracdo de proteinas em solugdo, realizada pela anéalise denominada BioRad Assay.
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4.2.3. Determinacdo de densidade 6tica (DO)

A densidade Otica foi obtida através da espectrofotometria em um Amersham
Biosciences Ultrospec 2100 Pro, em um comprimento de onda de 600 nm. Amostras foram
coletadas do experimento e inseridas em cubetas, em triplicatas, para a posterior leitura
espectrofotométrica (Kobayashi et al., 2000).

4.2.4. Determinacao de peso seco celular (DCW)

Outro parametro importante para a analise dos resultados € o peso seco celular (DCW),
que pbde ser obtido através do calculo da diferenca de peso inicial e peso final de uma amostra
da suspensdo celular, sempre em triplicata. O peso inicial foi obtido a partir da coleta de
determinado volume de amostra de suspensao celular do experimento, que foi filtrada a vacuo, e
coletada em um papel de filtro. Ja o peso final foi obtido ao se secar a amostra do papel de filtro
por 24 horas em estufa a 80°C. Ao se associar os valores de DOgoo € DCW, foi possivel criar
uma curva padrdo para a facil conversdo de valores de densidade 6tica em valores de DCW,
resultado este em base méssica (gocw/L). Segundo Guo et al. (2011), a correlacdo esperada se

encontra proxima de 100 DOsggo = 22,9 goew/L.

4.2.5. Anélise de concentracdo de proteinas em solucgéo

A producéo de proteinas foi analisada por meio do ensaio BioRad, capaz de ilustrar a
concentragdo de proteinas através do método colorimétrico de Bradford. Para a andlise de
producdo de proteinas, a amostra de suspensdo celular do experimento foi centrifugada por 5
min a 5000g (aproximadamente 6500 rpm) em uma centrifuga Eppendorf 5417C, separando as
células (como corpo de fundo) e o sobrenadante. A analise BioRad foi baseada na leitura
espectrofotométrica, também em um espectrofotdmetro Amersham Biosciences Ultrospec 2100
Pro, no comprimento de onda de 595 nm, das amostras obtidas e a posterior compara¢do com
uma curva padrdo, produzida a partir de kits de quimicos especificos para esta andlise, para

determinar a concentracdo de proteinas na solugdo de interesse (Sedmack e Grossberg, 1977).

4.2.6. Dos frascos agitados ao biorreator

As culturas presentes nos frascos agitados foram utilizadas como indculo para a partida
de futuros ensaios em biorreatores. Conforme realizado por Mao et al. (2015), a biomassa de
levedura produzida foi centrifugada (5 min a 5000g) e utilizada diretamente como uma cultura

de iniciacdo para inocular ensaios em biorreatores, que, além de economizar tempo e material
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laboratorial, permitiu alcancar uma DOegoo inicial de 0,2 nos experimentos em biorreator de 2

litros.

4.3. Operacao do biorreator

Apos a realizagdo dos experimentos em frascos agitados, o préximo passo do estudo
foram os experimentos em biorreator de bancada. O biorreator e todo 0 maquinério utilizados
fazem parte do Sartorius Biostat A Plus Bioreactor Setup, com capacidade total de 2 litros,
equipamento este gentilmente doado pela Sartorius Stedim Biotech Company ao Chemical-

Biological Engineering Laboratory, conforme ilustrado na Figura 17:

sartorius stedim

Figura 16. Biorreator Sartorius Biostat A Plus utilizado no estudo

4.3.1. Configuracéo do biorreator

Em termos de sensores, sistemas de aquecimento/resfriamento, entradas e saidas do

biorreator, o sistema em questdo foi equipado com (Figura 18):

e Entrada e aspersores de ar na parte inferior do vaso;

e Entrada e bomba para alimentacdo de meio de cultura/antiespumante;
e Entrada e bomba para alimentacéo de solugdo acida (HCI 2,0 M);

e Entrada e bomba para alimentacéo de solugdo basica (NaOH 2,0 M);
e Exaustdo de gas produzido;

e Ponto para coleta de amostras na parte superior do vaso;

e Jaqueta de aquecimento;

e Cooling finger;
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e  Termbmetro;
e pHmetro;

o Medidor de oxigénio dissolvido (OD)

E valido ressaltar que, acoplado & exaustdo de gas produzido, havia um condensador
gue impedia a fase liquida de ser carreada junto a fase gasosa para fora do biorreator.
Adicionalmente, todas as entradas e saidas possuiam filtros, que diminuiam a probabilidade do

sistema ser contaminado por micro-organismos externos ao sistema.

Motor
L :J Exaustao de gas

A
" ’ Alimentagao
Entrada de acido/base l [I v

.-4— Condensador
— |

A p !
i
EE e e
=g L

“Cooling
Finger” %

olt pHmetro/Medidor de DO
Jaqueta de ——9| E:ﬂ»:g — Termometro

~ Impelidor

Agquecimento

T Aspersor

Figura 17. Esquema resumido do biorreator e seus equipamentos

Fonte: Adaptado de Wikimedia Commons

4.3.2. Monitoramento e controle dos experimentos

Ainda em quesito de ferramentas disponiveis para 0s experimentos desta segunda etapa
do estudo, o biorreator em questdo continha uma estacdo de controle conectada ao software Pl
Process Book, cedido e implementado pela empresa OSlsoft, em parceria com o Chemical-
Biological Engineering Laboratory. Através deste software, diversos parametros foram
passiveis de serem monitorados e também remotamente controlados, gracas a unidade de
controle anexa ao biorreator. Dentre os pardmetros que podiam ser variados se utilizando o PI

Process Book, pode-se citar:

e Agitacdo (conexdo com o motor dos impelidores);

e Temperatura (conexdo com o termémetro, jagueta de aquecimento e cooling finger);
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e Oxigénio dissolvido (conexdo com o medidor de DO e motor dos impelidores);
e pH (conexdo com o pHmetro, bomba de acido e bomba de base);

e Adicdo de antiespumante.

4.3.3. Parametros dos experimentos no biorreator

Diante de todas as funcionalidades que o biorreator oferece, foram concebidos 0s
experimentos necessarios para esta segunda fazendo do estudo. A Tabela 8 resume 0s

parametros utilizados nos experimentos em biorreator.

Tabela 8. Parametros dos experimentos em biorreator de bancada

Experimentos em biorreator de bancada

NUmero de ensaios 3 bateladas

Meio de cultura Escolhido a partir dos experimentos em frascos agitados
Oxigénio dissolvido 20% - Baumann et al. (2007)

Agitacao Varidvel, para manter DO constante

Aeracdo 1vvm

Temperatura 30°C - Cino (1999)

pH 5,0

Volume total do biorreator 2 litros
Volume utilizado 1,5 litro
Duracéo dos experimentos 120 horas
Impelidores Rushton (2x)
Diémetro dos impelidores 6,5cm

Distancia entre impelidores 6 cm

Distancia do impelidor

inferior ao fundo 4,3cm

Altura do biorreator 25cm

Como observacbes em relacdo aos pardmetros dos experimentos em biorreator de

bancada, é importante se observar que:

e O regime de alimentacéo escolhido foi o de batelada.
e Para fins de andlise de resultados, as diferentes bateladas foram denominadas Batelada
0, Batelada 1 e Batelada 2.
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e A utilizacdo de apenas 1,5 litro da capacidade total de 2 litros objetivou evitar qualquer
limitacdo de aeracdo do meio de cultura, procedimento similar ao realizado nos
experimentos em frascos agitados.

e A exaustdo de gas do biorreator estava diretamente conectada a um espectrdmetro de

massa.

Os métodos analiticos utilizados durante esta segunda fase do estudo foram compostos
por métodos anteriormente aplicados (Capitulo 4.2.3. ao 4.2.5.), como analises de densidade
Gtica (DO), peso seco de células e BioRad Assay, mas também por novas analises, como a
andlise de concentracdo de glicose no meio de cultura e a coleta de dados para a anélise de

producdo de CO..

4.3.4. Anélise de concentracdo de glicose

A andlise de concentracao de glicose consiste no analisador comercial denominado YSI
2900 Biochemistry Analyzer, que utiliza reacGes enzimaticas como principio para quantificar a

glicose presente no meio.

4.4, Quialificacdo das proteinas produzidas

A qualificagdo das proteinas produzidas durante o bioprocesso foi determinada através
do ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida, acrescido de dodecil sulfato de sodio,
resultando na técnica conhecida como SDS-PAGE (do inglés, Sodium Dodecyl Sulfate

Polyacrylamida Gel Electrophoresis), segundo Heinzle et al. (2006).
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Capitulo 5. Resultados e discusséao

5.1. Crescimento celular nos experimentos em frascos agitados

Ao longo das 72 horas de experimentos em frascos agitados, o crescimento celular foi
determinado por meio de medicdes de DOsoo para ambas as condigdes de diferentes meios de

cultura.

Os valores de DOso ilustram o crescimento das células de P. pastoris nas amostras
analisadas pois este parametro segue a lei de Lambert-Beer, que estabelece que a absorbéncia de
uma solugdo é diretamente proporcional a sua concentracdo e a espessura que a luz atravessa.
Como a espessura que a luz deve atravessar é constante em um espectrofotdmetro, a
absorbancia serd diretamente proporcional a concentragdo celular das amostras. Na prética,
porém, € importante se trabalhar na faixa de linearidade da lei de Lambert-Beer, sempre
diluindo as amostras com meio de cultura estéril quando DOgqo ultrapassar o valor de 1,0, pois a
partir deste resultado, os desvios de linearidade do modelo sdo consideraveis, como a Figura 18
ilustra:

| Desvio pnsﬂm-‘nl Ideal

=

Desvio negativo

Absorbancia

Concentracio
Figura 18. Desvio da lei de Lambert-Beer em solu¢des muito concentradas

Fonte: Adaptado de Analytical Chemistry — UC Davis

A Figura 19 ilustra o comportamento de DOgoo médio (produto da média de DOggo das
triplicatas de cada meio de cultura) ao longo do tempo. Ja a Figura C, no capitulo de apéndices,
representa as medigdes de DOsoo a0 longo do tempo para cada um dos seis frascos agitados
separadamente. E valido ressaltar que as barras de erro ilustradas nos gréficos ao longo do
capitulo de resultados foram obtidas a partir do célculo do desvio padréo entre as triplicatas das

andlises de densidade 6tica, DCW e BioRad Assay, por exemplo.
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Comparacdo de DO, entre diferentes meios de cultura
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Figura 19. Comparacao de DOsoo médio ao longo do tempo entre meios BSM e Kobayashi

Como observado na Figura 19, os frascos contendo meio BSM apresentaram maior
crescimento celular, alcancando densidades Oticas préximas a 20. Ja as células em meio
Kobayashi, apresentaram crescimento menor, alcangando DOggo proximas de 13. Para avaliar o

crescimento celular em termos massicos, foram analisados também os resultados de DCW.
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Figura 20. Correlacéo entre DOsoo € peso seco celular (DCW)

Os resultados da analise de DCW para 0 meio BSM (Figura 20) ilustram boa correlacéo
entre peso seco celular e DOgoo (R2=0,974), e se assemelham a equacdo descrita por Guo et al.

(2011).
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Equacao resultante: DCW (g/L) = 0,2284*DQgq + 0,0602
Equacéo de Guo et al. (2011): DCW (g/L) = 0,229*DOswo

A partir da correlacdo obtida pela analise de peso seco celular, foi possivel gerar um
grafico de DCW versus tempo, dado pela Figura 21.

Comparag¢do de DCW (g/L) entre diferentes meios de cultura

6
—8—B5M
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Tempo (horas)

Figura 21. Comparagdo de DCW médio ao longo do tempo entre meios BSM e Kobayashi

Apesar de observar maior crescimento celular no meio BSM do que no meio
Kobayashi, ambos os meios apresentaram crescimento celular abaixo do esperado, de acordo
com a taxa especifica de crescimento citada por Jahic et al. (2012), de aproximadamente 0,15 a
0,18 hl. Ao se realizar uma regressdo exponencial sobre os dados obtidos, obtém-se taxas
especificas de crescimento de 0,056 h e 0,0483 h para os meios de cultura BSM e Kobayashi,
respectivamente. Uma das hipoteses geradas e possivel campo de estudo futuro é a toxicidade
da soroalbumina para a Pichia pastoris, que explicaria as baixas taxas de crescimento
encontradas, visto que a proteina recombinante seria toxica ao microrganismo utilizado no

bioprocesso.

5.2. Producéo proteica nos experimentos em frascos agitados

A producdo de proteinas extracelulares foi avaliada nos tempos de 48 e 72 horas, via
BioRad Assay (Figura 22).
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Produgdo de proteinas em diferentes meios de cultura
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Figura 22. Comparacao de producéo de proteinas entre meios BSM e Kobayashi

Por ndo possuir uma medicdo de concentracdo de proteinas durante as primeiras horas,
0 comportamento da curva de producdo de proteinas foi de dificil interpretacdo. Foi possivel
observar que a producdo de proteinas utilizando o meio BSM, foi ligeiramente maior, quando
comparada & condicdo utilizando o meio Kobayashi. Porém, devido aos desvios padrdes

associados as medigdes, esta conclusdo foi incerta.

Foi de possivel constatacdo a producdo reduzida de proteinas em comparagdo com 0s
dados da literatura. Ohtani et al. (1997) constata que foi possivel se produzir até 3 g/L de
soroalbumina via Pgap. Porém, os resultados dos experimentos em frascos agitados revelaram

que a méaxima concentracao obtida de soroalbumina foi préxima a 0,4 g/L.

5.3. Escolha do meio de cultura

Dentre uma gama de meios de cultura a serem escolhidos, temos os meios classificados
como complexos e aqueles classificados como quimicamente definidos, baseando-se no
conhecimento, ou ndo, de suas exatas composi¢oes quimicas. Um meio quimicamente definido
é aquele no qual todos os componentes quimicos e suas concentrages sdo conhecidos. J& um
meio complexo é aquele no qual a exata constituicdo quimica ndo € conhecida. Geralmente,
meios complexos apresentam diversos extratos de animais, peixes, leveduras ou vegetais, que
fornecem nutrientes, vitaminas e minerais necessarios, porém de forma ndo definida, devido a

oscilagdo de composigdes que estes extratos apresentam.

Como € parte de um dos objetivos deste trabalho, o balangco de massa de carbono exige

gue sejam utilizados meios de cultura quimicamente definidos. Meios complexos podem
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apresentar mais de uma fonte de carbono e em concentracdes iniciais desconhecidas e muitas
vezes de dificil anélise. Assim, a utilizacdo de meios quimicamente definidos facilitara a
execucdo de um balango de massa ao fim do experimento, visto que todo carbono que adentra o
sistema sera proveniente da fonte de carbono Unica e definida e também da biomassa inicial de

P. pastoris.

Ao fim das 72 horas de experimento, os frascos que possuiam BSM como meio de
cultura apresentavam, em média, 4,5 g/L de biomassa e 0,42 g/L de proteinas extracelulares. Ja
os frascos com meio Kobayashi apresentavam, em média, 3 g/L de biomassa e 0,28 g/L de
proteinas extracelulares. Por apresentar melhores resultados de crescimento celular e também
producdo de proteinas extracelulares, 0 meio BSM foi escolhido como o meio a ser utilizado nos
experimentos em biorreator. Adicionalmente, a biomassa em meio BSM serviu como inéculo
para 0s experimentos em biorreator, objetivando-se obter uma DOsqo inicial de 0,2 no biorreator.
A partir de amostras com 4,5 g/L de biomassa, foram necessarios cerca de 20 mL para alcancar

a DOgqo inicial necessaria.

Em suma, a biomassa de P. pastoris deve apresentar cinéticas de crescimento similares,
tanto em experimentos de frascos agitados quanto em experimentos em um biorreator. A
observacdo do crescimento desta levedura em frascos agitados permite a modelagem da cinética
de crescimento da P. pastoris e assim, planejar experimentos mais complexos, tais como 0s
ensaios em um biorreator, utilizando informagdes obtidas durante os experimentos de frascos
agitados (Jahic et al., 2002). Dada a relativa simplicidade dos experimentos em frascos agitados,
quando se compara com ensaios em biorreatores, a observacdo do sistema nos permite a rapida
solucdo de possiveis complicagdes tais como a falta de crescimento celular ou agitacdo

demasiadamente alta, por exemplo.

54. Experimentos em biorreator

Primeiramente, o regime de alimentacéo escolhido foi o de batelada pois, ao se analisar
os resultados de Heyland et al. (2010), observou-se que a batelada alimentada, apesar de
fornecer resultados ligeiramente melhores em termos de crescimento celular e producdo de
proteinas, ndo confere grandes diferencas nas conclusdes finais do estudo que justifiquem a
utilizacdo e implementacéo de novas bombas, sistemas de controle e interface com o Pl Process

Book, por exemplo.

Baumann et al. (2007) demonstra que os niveis de oxigénio dissolvido influenciam

significativamente a produtividade proteica e ainda ressalta que a producdo de albumina pode
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atingir seu rendimento maximo em condi¢Ges de concentracdo baixa de oxigénio, como a

condicdo de 20% escolhida.

As andlises de concentracdo de glicose no meio se basearam em reagcfes enzimaticas
como principio. Enzimas reagem com a glicose e geram determinado sinal elétrico, que é
decodificado e disponibilizado ao usuario ja em unidades de concentracdo de glicose (g/L). O
método, porém, apresentou uma limitacdo relacionada a perda de correlacdo linear em
concentracdes de glicose superiores a 15 g/L, exigindo se diluir amostras sempre que necessario

para evitar a regiao de ndo linearidade (Figura 23).
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Figura 23. Desvio de linearidade da anélise de concentragéo de glicose

Fonte: Informacdo interna do Chemical-Biological Engineering Laboratory

A exaustdo de gas do biorreator estava diretamente conectada a um espectrémetro de
massa, que seria de fundamental importancia para a construcao do balango de massa na terceira

etapa do estudo.

5.4.1. Batelada 0

A primeira batelada do estudo, batelada O, apresentou graves problemas de operacao
logo no segundo dia de experimento e por consequéncia, foi considerada inconclusiva para o
estudo. A dificuldade de operacdo se deu por um erro de calibracdo do medidor de oxigénio
dissolvido, que gerou um problema de leitura do real teor de oxigénio dissolvido no meio.
Durante o periodo da noite, entre os dias 1 e 2, 0 medidor interpretou que os niveis de oxigénio
dissolvido estariam baixos e, para elevar estes niveis a 20%, a unidade de controle elevou a taxa
de agitacdo dos impelidores do biorreator. Porém, por possuir uma calibracdo problemética, as

medicOes de oxigénio dissolvido nunca atingiam o valor requerido pela central de controle
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(20%) e assim, a agitacdo & altas taxas se manteve por horas, gerando espuma e aumentando a
presséo interna do biorreator. Como consequéncia do aumento de presséo e geragdo de espuma
no sistema, foi iniciado um processo de refluxo do meio de cultura para 0s reservatorios anexos
ao biorreator, como o de 4cido e base. Pela manhd, o biorreator ja apresentava volume de meio
de cultura muito inferior ao volume inicial (1,5 L), como observado na Figura 24, evidenciando

a perda de matéria no sistema.

Acredita-se também que parte do liquido tenha sido carreado pelo gas, devido as altas
taxas de rotacdo dos impelidores, sobrecarregando o filtro presente na exaustdo de gas, que

necessitou ser trocado.

Apesar de inconclusiva, a partir da batelada 0 e das dificuldades atreladas a ela, foram
implementadas novas ferramentas de monitoramento e controle remoto, como alarmes de
temperatura e agitagdo e também revisdo da metodologia de calibragdo do eletrodo de medigdo
de oxigénio dissolvido, para garantir que as futuras bateladas ndo sofressem do mesmo

problema.

Figura 24. Diminui¢do drastica de volume durante a batelada 0
5.4.2. Bateladal

J& a segunda batelada do estudo, a batelada 1, ndo apresentou quaisquer problemas
operacionais em relacdo ao biorreator. A inoculagéo deste experimento também foi realizada
utilizando-se a biomassa proveniente dos ensaios em frascos agitados, visto o pequeno intervalo
de tempo entre os ensaios. Antes da inocula¢do, a DOgoo da biomassa foi avaliada e, devido as
condigdes ndo 6timas para crescimento durante a estocagem (20°C e 50 rpm), esta apresentou
taxas de crescimento baixas, como esperado (de aproximadamente 20, ao fim dos experimentos
em frascos agitados, para 24). A fim de se iniciar o experimento com uma DOgg de 0,2
aproximadamente, foram necessérios cerca de 15 mL de biomassa advinda dos frascos em

estoque.
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Ao longo das 120 horas de experimento, foram avaliados crescimento celular (medido
em DOeoo € convertido a (g/L) pela correlacdo com DCW), concentracdo de glicose e producéo
de proteinas, como ilustra a Figura 25.
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Figura 25. Perfil de concentra¢fes do experimento em biorreator — Batelada 1

A producdo de proteinas de aproximadamente 0,33 g/L (quando se desconta a
concentracdo de proteinas ja existente no tempo 0 de experimento), além de ter sido inferior a
encontrada por Ohtani et al. (1997), foi também menor do que a producdo de proteinas
resultante dos experimentos em frascos agitados, que culminaram em producdo de
aproximadamente 0,42 g/L. Foi possivel notar também que a concentracdo de proteinas inicial
difere de zero, evidenciando que a separacgao de células do meio de cultura apresentou eficiéncia
reduzida, afinal parte das proteinas produzidas durante os ensaios em frascos agitados foi

transposta ao biorreator juntamente com o in6culo de células.

As concentrac@es de glicose decairam ao longo do experimento, partindo de 20 g/L para
aproximadamente 4 g/L, apds 120 horas. O decréscimo era esperado, j& que a glicose foi a fonte
de carbono para as leveduras durante o experimento. Além disso, a concentracéo final de glicose
de cerca de 4 g/L mostrou que o experimento foi bem dimensionado, com fonte de carbono

suficiente para o tempo proposto do ensaio.

J& em relagdo ao crescimento celular, foi possivel observar que as leveduras cresceram
consideravelmente, porém, mais lentamente do que nos experimentos anteriores, em frascos
agitados (Figura 26). A taxa especifica de crescimento encontrada durante a Batelada 1
equivaleu a 0,036 h, enquanto taxas especificas de crescimento de 0,056 h' e 0,0483 h! foram
obtidas para os experimentos em frascos agitados contendo meios de cultura BSM e Kobayashi,

respectivamente. Adicionalmente, todos 0s experimentos até entdo mostraram taxas especificas
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de crescimento muito abaixo da reportada por Jahic et al. (2012), de aproximadamente 0,15 a

0,18 h.

Comparagdo de DCW (g/L) entre frascos agitados e biorreator

—e—BSM &
—&8—Kobayashi e
-8—Batelada 1 o i

DCW (g/1.)

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (horas)

Figura 26. Comparacéo de perfis de crescimento celular entre Batelada 1 e experimentos em frascos
agitados

O gas de exaustdo que deixa o biorreator teoricamente deveria ser encaminhado e
analisado pelo espectrdmetro de massa conectado a linha de gas. Porém, ao realizar o
procedimento de coleta de dados do equipamento, foi observado que nenhuma vazao de gas foi
detectada pelo mesmo. A causa mais provavel para este incidente seria a de um possivel
entupimento da linha de gas que conecta o biorreator ao espectrometro de massa, gerada pelo
problema operacional durante a Batelada 0. Como precaucdo, o equipamento em questdo foi
colocado em manutengdo e a capacidade de se analisar 0 gas que deixa o biorreator foi

impossibilitada, impactando entdo um dos objetivos deste estudo.

5.4.3. Batelada 2

A terceira batelada do estudo, a batelada 2, teve como funcdo comprovar os dados

obtidos na batelada anterior (j& que a batelada 0 foi malsucedida), como uma duplicata.

O primeiro desafio encontrado ocorreu durante a etapa de preparo do meio de cultura
BSM. Usualmente, a formulacéo do meio de cultura BSM gera uma solug&o transldcida, porém,
desta vez, foi obtida uma solugéo de cor amarelada, como mostra a Figura 27. Como o preparo

foi efetuado dentro de todo o protocolo, ndo se detectando quaisquer erros operacionais, 0s

ensaios foram continuados.
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Figura 27. Meio BSM de aparéncia normal & esquerda e meio BSM de coloracdo amarelada a direita

O inéculo deste ensaio foi oriundo de outros experimentos em frascos agitados, que

apresentaram resultados similares aos primeiros ensaios em frascos agitados realizados,

descritos no capitulo 5.1. A fim de se iniciar o experimento com uma DOQOgy de 0,2

aproximadamente, foram necessarios aproximadamente 18 mL de biomassa advinda dos frascos

agitados.

A operagdo do biorreator em si desta vez também ndo foi problemética, onde a

temperatura, pH, oxigénio dissolvido foram mantidos praticamente constantes ao longo de todo

o0 experimento. O crescimento celular, concentracdo de glicose e producgdo de proteinas ao longo

do experimento estéo ilustrados na Figura 28.
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Figura 28. Perfil de concentracdes do experimento em biorreator — Batelada 2
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A producdo de proteinas de aproximadamente 0,33 g¢/L foi similar a producdo
encontrada durante a batelada 1, que produziu cerca de 0,3 g/L. Porém, ambas as bateladas
apresentaram concentracdes de proteinas inferiores as encontradas por Ohtani et al. (1997),

equivalente a 3 g/L.

Foi possivel se observar que, apds revisitar a metodologia de separacdo de células e
meio de cultura entre os experimentos em frascos agitados e biorreator, elevando o tempo de
centrifugacéo de 5 minutos para 6 minutos, a concentragdo de proteinas inicial foi préxima de
zero, evidenciando uma separagdo de células do meio de cultura mais eficiente, se comparada a
batelada 1.

As concentracbes de glicose decaem ao longo do experimento, partindo de 20 g/L para
cerca de 3,5 g/L, ap6s 120 horas, valor este semelhante encontrado durante a batelada 1, que
obteve uma concentracéo final de glicose igual a 4 g/L.

Ja em relacdo ao crescimento celular, foi possivel observar que as leveduras atingiram
0s maiores valores de concentracdo dentre todos os experimentos, cerca de 8 g/L. A taxa
especifica de crescimento encontrada durante a Batelada 2 equivaleu a 0,037 h?, valor este
muito semelhante ao obtido durante a batelada 1, enquanto taxas especificas de crescimento de
0,056 h' e 0,0483 h! foram obtidas para os experimentos em frascos agitados contendo meios
de cultura BSM e Kobayashi, respectivamente (Figura 29). Novamente, o experimento ndo

atingiu taxas especificas de crescimento reportadas na literatura.

Comparagdo de DCW (g/L) entre frascos agitados e biorreator

—8—B5sM
8 | —e—Kobayashi
5 -8— Batelada 1

Batelada 2

DCW (g/L)

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (horas)

Figura 29. Perfis de crescimento celular dos experimentos realizados
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Comparando os perfis de concentracao entre as duas bateladas, foram observados perfis

bastante semelhantes, corroborando para uma boa confiabilidade dos resultados do experimento

(Figura 30).
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Figura 30. Resultados de ambas as bateladas, evidenciando semelhanca entre dados

Diversas hipoteses foram levantadas para explicar a baixa produgdo de proteinas
extracelulares encontrada em todos os experimentos, tanto em frascos agitados quanto
biorreator. A primeira delas seria a possibilidade de as proteinas produzidas estarem sendo
retidas e aderidas entre a membrana celular e a parede celular das células de levedura. Assim,
um possivel tratamento com enzimas quitinase iria solubilizar a parede celular da levedura, rica
em quitina, e expor quaisquer proteinas que estivessem retidas na membrana celular. A segunda
hip6tese é de que as proteinas estavam sendo produzidas e ndo sendo enviadas para 0 meio
extracelular corretamente. Com isso, haveria um acimulo de proteinas produzidas no interior da
célula, que ndo eram contabilizadas pela analise de concentracdo de proteinas. Um possivel
tratamento de lise celular, como o uso de ultrassom e pérolas de vidro, exporia as proteinas ao
meio extracelular, viabilizando a quantificacdo destas durante as analises de concentracdo de
proteinas totais. A terceira hipétese é de que a transformacdo e selecdo das leveduras ndo fora
eficiente e, como consequéncia, teriamos leveduras ndo capazes de expressar 0 gene de
interesse. A Ultima hipdtese levantada seria a da toxicidade da soroalbumina para a Pichia
pastoris, que também explicaria as baixas taxas de crescimento encontradas, visto que a

proteina recombinante seria toxica ao microrganismo utilizado no bioprocesso.
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5.5. Qualificacéo das proteinas produzidas

A producdo de proteinas de fato ocorreu durante os experimentos. Nas bateladas em
biorreator, foi obtido aproximadamente 0,30 g/L de proteinas no meio extracelular. O préximo
passo foi caracterizar tais proteinas e confirmar se o que estava sendo produzido era realmente a
proteina de interesse, e ndo proteinas celulares nativas. Para isto aplicou-se a metodologia de
SDS-PAGE, que envolve a migracao de particulas em gel durante a aplica¢do de uma diferenca
de potencial, separando as moléculas de acordo com seu tamanho (Figura 31).
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Figura 31. Gel resultante da andlise de SDS-PAGE

A primeira coluna a esquerda, coluna (a), representa um padrao de migracao (Precision
Plus Protein Standard — BioRad), onde é possivel identificar a massa molar aparente (kDa) das
moléculas a partir da parada de migracdo no gel. Ja a coluna (b) representa um controle
negativo, ou seja, um meio isento de rMSA. A coluna (c) representa a amostra do meio
extracelular da batelada 2 e a coluna (d) representa um controle positivo, contendo BSA
comercial.

Como reportado na literatura, a molécula de MSA possui massa molecular aparente
proxima de 66 kDa (Ohtani et al., 1997). E foi exatamente nesta regido, proxima dos 70 kDa,
gue foram detectadas bandas fortemente coradas nas colunas c e d, corroborando para ideia de

que a P. pastoris estava de fato produzindo majoritariamente a rMSA e ndo outras proteinas.
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5.6. Balango de massa de carbono

Inicialmente, foi objetivado realizar um balanco de massa de carbono para validar o
estudo, quantificando o teor de carbono de fontes de carbono e produtos do biorreator,
analisando a composicdo do gas de saida com espectrometria de massa, tomando medidas de
concentracdo de glicose e quantificando a producédo de proteina secretada. O balango de massa
de carbono deveria confirmar que a entrada de carbono é aproximadamente igual a producéo de
carbono do biorreator, assegurando que a matéria ndo € criada ou excluida no sistema. Segundo

Huang et al. (2015), uma precisao de 90% ja seria considerada aceitavel.

Porém, como mencionado anteriormente, a analise do gas de exaustdo do biorreator ndo
foi possivel de ser realizada devido a problemas técnicos com o espectrdmetro de massa. Assim,
0 objetivo de se avaliar a acuracia das medicdes de concentragBes celular, proteica, glicose e
CO via balango de massa foi impactado negativamente. Porém, o balango de massa de carbono
pdde ser utilizado para se estimar o que seria a produgdo de CO; pelo sistema, considerando que
0 balango de massa de carbono tivesse uma concordancia de 100% entre carbono que adentra o

sistema e carbono que deixa o sistema.

Em relacdo ao teor de carbono, a fonte de carbono para P. pastoris foi estritamente
obtida pelo consumo de glicose, que apresenta 40% de carbono. A biomassa que consumiu tal
fonte de carbono apresenta 50% de carbono em sua constituicdo, enquanto que a proteina
produzida apresenta 45% de carbono. Finalmente, o gas carb6nico é composto por 27% de

carbono.

A partir das informacbes de concentragbes e teores de carbono, calculou-se a
concentracdo média de CO, para ambas as bateladas: 11,5 g/L e 8 g/L, para as bateladas 1 e 2,
respectivamente. Adicionalmente, gerou-se uma curva de concentracdo de CO,, baseada no

balanco de massa de carbono, ao longo do tempo (Figura 32).
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Figura 32. Estimativa da concentracdo de CO, produzido a partir do balango de massa de carbono

5.7. Célculo de parametros de producéao

Os resultados de producdo de biomassa e proteinas e consumo de glicose permitem

também o célculo de alguns parametros de producdo, tais como a taxa de consumo de substrato

(ds/dt), o fator de conversdo de substrato em célula (Yxss), fator de conversdo de substrato em

produto (Yess) e fator de conversdo de produto em células (Yxs), como elucidado na Tabela 9.

Tabela 9. Pardmetros de producdo em frascos agitados e biorreator

Unidades
gsubstrato/ h

Yis gbiomassa/gsubstrato
Yeis g produto/ Osubstrato
Jbi omassa/ g produto

Frascos (BSM)

- 0,13
= 0,37
- 0,02
10,24 16,07

Biorreator — Batelada 1

Biorreator — Batelada 2
0,14
047
0,02
22,92
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Capitulo 6. Conclusdes

A maioria dos objetivos do estudo, que tangiam a andlise de diferentes meios de cultura,
experimentos em frascos agitados, operacdo de biorreator, anélise de crescimento celular e
formacdo de bioprodutos e balanco de massa de carbono, foram alcancados, apesar de alguns

problemas técnicos relacionados a operacao do biorreator e do espectrdmetro de massa.

Os experimentos para a producdo de rMSA foram considerados bem-sucedidos, mesmo
produzindo pequena quantidade de proteinas quando comparado a literatura. Apesar de se
almejar valores de producdo de rMSA entre 3 g/L e 10 ¢g/L (Ohtani et al., 1997 e Fedosov et al.,
2002), os experimentos realizados em frascos agitados e biorreator alcancaram produgdes de
aproximadamente 0,3-0,4 g/L. J& em relacdo ao crescimento celular, foi possivel observar que
as leveduras atingiram valores de concentracdo de até 8 g/L, concentracGes estas consideradas
baixas, visto que tal sistema de expressao pode alcancar concentracoes de até 130 g/L, segundo
Cregg e Cereguino (2000). Tal crescimento celular foi refletido nos valores para a taxa
especifica de crescimento, proxima de 0,04 e 0,05 h, muito abaixo do reportado por Jahic et
al., (2012), que obteve valores préximos a 0,15-0,18 h.

Era de se esperar que 0s experimentos em biorreator apresentassem melhores resultados
quanto a crescimento celular e producédo de proteinas, quando comparados aos experimentos em
frascos agitados, visto que o controle dos parametros no biorreator se dava de maneira mais
precisa, almejando-se valores de pH, temperatura e oxigénio dissolvido, por exemplo, 6timos
para o sistema de expressdo, segundo a literatura. Porém, isto ndo se confirmou, ja que as

maiores produgdes de proteinas foram observadas nos experimentos em frascos agitados.

Os resultados de producdo de biomassa e proteinas evidenciam que a producdo de
rMSA se deu de forma constitutiva, ou seja, sempre atrelada ao crescimento da levedura. Isto
ilustrou o lado positivo de se utilizar promotores constitutivos ao invés de promotores
indutiveis, que dependem da concentracdo de determinada substancia no meio para que a

geracédo do bioproduto de interesse ocorra.

Em suma, pode-se concluir que o objetivo geral do trabalho foi alcang¢ado, produzindo-
se soroalbumina recombinante via fermentagdo em Pichia pastoris, mediada pelo promotor
Pcap. Ja 0s objetivos especificos apresentaram tanto éxitos quanto resultados inconclusivos. O
estudo e selecdo de meio de cultura 6timo em frascos agitados resultaram na escolha do meio
BSM para o prosseguimento dos demais experimentos. A andlise de crescimento celular e
producdo de proteinas extracelulares resultaram em dados que, apesar de estarem abaixo do
relatado pela literatura, sdo concretos e de suma importancia para a analise do bioprocesso. O

crescimento de P. pastoris em frascos agitados também foi util para a inocula¢do dos
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experimentos em biorreator. JA 0 biorreator e ferramentas anexas ao mesmo foram causas de
alguns dos problemas operacionais relatados ao longo do experimento, como o medidor de
oxigénio dissolvido e o espectrébmetro de massa. Devido a estes contratempos, 0 objetivo
especifico de se analisar um balan¢o de massa de carbono do sistema foi drasticamente afetado,
impossibilitando mensurar o CO; advindo da fermentacdo. Como forma alternativa de se utilizar
0s dados obtidos e o balanco de massa, optou-se por calcular os valores esperados para a
producéo de CO; durante a fermentagé&o.
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Capitulo 7. Desafios futuros

Os parédmetros e modos de operacdo do biorreator (tais como batelada, batelada
alimentada e sistema continuo), a composi¢do do meio de cultura, as condic¢bes de transferéncia
de oxigénio (K.a), o pH e a temperatura afetam a producgdo de rMSA, e deverdo ser estudados, a
fim de se otimizar a producdo da proteina de interesse.

Novas bateladas em biorreator também permitirdo a analise do gas de exaustdo que, por
problemas técnicos, ndo pdde ser analisado e utilizado como peca importante para completar o

balanco de massa de carbono do sistema.

Apos se otimizar a producdo de rMSA via fermentagdo em Pichia pastoris utilizando-se
0 promotor Pgap, estudando-se a influéncia de diferentes parametros, € necessario também se
entender a separacdo e purificacdo da proteina produzida. Existe uma grande diversidade de
métodos visando a separacdo de biomoléculas e, como usualmente se pretende separar e
purificar proteinas, houve um grande desenvolvimento de diversas técnicas e metodologias de
separagdo destes bioprodutos. O fluxograma apresentado na Figura 33 ilustra possiveis
exemplos para um processo de producdo industrial de producdo de soroalbumina, com as

respectivas etapas de separacao e purificagéo.
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Figura 33. Fluxograma de um processo de producdo e purificagdo de soroalbumina
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Adicionalmente, ainda ha alguns desafios e debates em torno da albumina, que discutem
0 papel e a eficacia da proteina em tratamentos médicos, revisando os critérios utilizados para a
regulacdo de seu uso. Segundo Falcdo et al. (2011), ha vertentes de estudo que apontam um
possivel maleficio em relacdo ao uso de albumina em pacientes em estado grave e Vincent et al.
(2003) relata que os efeitos adversos consequentes da administracdo de albumina estdo
associados a danos significativos nos rins de alguns pacientes. J& segundo Matos et al. (2005),
caso os critérios de utilizacdo da albumina em tratamentos sejam revistos em ambito nacional,
cerca de até 60% das prescri¢Oes de albumina poderdo ndo se enquadrar nas recomendacdes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, a ANVISA.
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Capitulo 9. Apéndices

Um dos processos mais importantes para precipitar proteinas € o processo de Cohn, que
purifica proteinas terapéuticas a partir de plasma humano. Este processo utiliza etanol a
temperaturas abaixo de 0° C para minimizar a desnaturacdo das proteinas pelo solvente
organico. As variaveis que sdo manipuladas ao longo do processo de Cohn séo: pH, forca idnica
e a concentracdo de etanol. A forca i6nica é mantida baixa, o que facilita a precipitacdo das

proteinas.

O método de Cohn é utilizado para a obtencdo de diversos produtos terapéuticos, tais

como albumina, plasminogénio, protrombina, isoglutininas e globulinas.

Plasma
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Figura A. Fracionamento de plasma sanguineo pelo método de Cohn



Precipitate T1-0
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Tabelas A. Possiveis promotores indutiveis para expressdo em Pichia pastoris

Ethyl alcobol  17%

rrn 0.015
pH 52
Temperature  —6°C
Protein 12%

l

Precipitate I1T

Supernatant 111

Ethyl alcobol 1% Ethyl aleohol 175

re 008 re2 005
pH 54 pH 52
Temperature  1°C Temperature  —6°C
Protein 24% Protein 0.8%

Pr&'iEilallw II-2.3
Ethyl alcohol 0%
rez 0.1
pH 7.0
Temperaiure 0°C
Protein B

Thrombin solution

Supernatant [11-2  Supematant 1T1-1

Precipitate I11-2
Prothrombin

Precipitate IT1-3
Plasminogen

'
Supernatant IT1-2.3 Supernatant I1-3

Ethyl alcohol  15% Ethyl alcohol  25%

rz 0.06 re 005
pH 6.3 pH 74
Temperature —35°C Temperature —35°C
Protein 0.3% Protem 045

Supernatant [I-1,2

Precipitate IT1-1
Isoagelutinins

Figura A. Continuacéo

Fonte: Strong et al. (1948)

Precipitate [1-3
y-Uilobulin

Precipitate 11-1.2
y-Cilobulin

INDUT. GENE CORRESPONDENTE REGULACAO

AOX1 Alcool oxidase 1 Induzida com MeOH

DAS Diihroxiacetona sintase Induzida com MeOH

FLD1 Formaldeido desidrogenase 1 Induzida com MeOH ou metilamina

ICL1 Isocitrato liase Reprimida por glicose, induzida pela auséncia de glicose e adi¢cdo de EtOH
PHO89 Fosfato simporte Induzida pela escassez de fosfato

THI11 Biossintese de tiamina Reprimida por tiamina

ADHI1 Alcool desidrogenase Reprimida por glicose e metanol, induzida por glicerol e etanol

ENO1 Enolase Reprimida por glicose, metanol e etanol, induzida por glicerol

GUT1 Glicerol quinase Reprimida por metanol, induzida por glicerol, glicose e etanol

60



Tabelas B. Possiveis promotores constitutivos para expressao em Pichia pastoris

CONST. GENE CORRESPONDENTE REGULACAO

GAP Gliceraldeido-3-fosfato desidrog. | Expressdo constitutiva em glicose. Menor expressio em glicerol e metanol
TEF1 Fator 1 de alongamento de trans. Expressdo constitutiva em glicose e glicerol

PGK1 3-Fosfoglicerato quinase Expressdo constitutiva em glicose. Menor expressdo em glicerol e metanol
GCW14 | Proteina ancorada GP1 Expressio constitutiva em glicose, glicerol e metanol

G1 Transportador de glicose Reprimida por glicerol, induzida por limitacdo de glicose

G6 Aldeido desidrogenase putativa Reprimida por glicerol, induzida por limitagdo de glicose

Fonte: Ahmad et al. (2014)

Tabela C. Vantagens da utilizagdo de P. pastoris em sistemas de expresséo frente a S. cerevisiae

Vantagens de Pichia pastoris sobre Saccharomyces cerevisiae

a) Maior produtividade.

b) Auséncia de hiper-glicosilacao.

c¢) Crescimento em meio com metanol, que inibe crescimento de contaminantes.
d) Sistema barato para estabelecimento e manutencdo em escala industrial.

e) Integracéo estavel de vérias copias do DNA transformante.

f) ModificagOes pos-traducionais mais eficientes, tais como: processamento de sequéncias sinal,
formac&o de pontes dissulfeto, enovelamento, adi¢éo de lipideos e glicosilagéo dos tipos O e N.

g) Melhor secrecéo do produto recombinante.

Fonte: Cereghino e Cregg (2000) e Neto (2012)
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Figura B. Metabolismo global de fontes de carbono em Pichia pastoris
Fonte: Calik et al. (2015)

As abreviacOes para os metabdlitos sdo as seguintes: GLC: glicose, G6P: glicose-6-
fosfato, F6P: frutose-6-fosfato, F16P: frutose-1,6-difosfato, GAP: gliceraldeido-3-fosfato,
DHAP: diidroxiacetona fosfato, G3P: glicerol-3-fosfato, GLYC: glicerol, 13PG: 1,3-
difosfoglicerato, 3PG: 3-fosfoglicerato, 2PG: 2-fosfoglicerato, PEP: fosfoenolpiruvato, PYR:
piruvato, G15L: glucona-1,5-lactona-6-fosfato, P6G: 6-fosfogluconato, RUS5P: ribulose-5-
fosfato, R5P: ribose-5-fosfato, X5P: xilulose-5-fosfato, S7P: sedoheptulose-7-fosfato, E4P:
eritrose-4-fosfato, ACA: acetaldeido, ACE: acetato, EtOH: etanol, ACCOA: acetil-CoA,
MeOH: metanol, FormAl: formaldeido, Form: formato, CIT: citrato, ICI: isocitrato, AKG:
cetoglutarato, SUCC: succinil-CoA, SUC: succinato, FUM: fumarato, MAL: malato, OAA:
oxaloacetato, MannP: manitol fosfato, SorbP: sorbitol fosfato, GLYOX: glioxilato, cyt:

citoplasméatico, OAAMT: transportador de oxaloacetato.
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Oxigénio dissolvido (mg/L)

Comparagdo de DOy, entre diferentes meios de cultura
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Figura C. Resultados de DOgqo para diferentes frascos agitados

Anélise da curva de OD durante a dessorcéo por N,
Taxa de consumo de 0, (OUR, do inglés Oxygen Uptake Rate) = 49.265 mg/(L.h)
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Figura D. Coeficiente global de transferéncia de O,
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