FARA AMELIA PRIMELLES EGUIA

Desenvolvimento de uma tecnologia para producao e purificacdo do

Fator Estimulador de Col6nia de Granuldcito humano recombinante

produzido em Escherichia coli

Sao Paulo
2018

Tese apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo Interunidades em
Biotecnologia da Universidade de
Sdo Paulo, Instituto Butantan e
Instituto de Pesquisas
Tecnol6gicas para obtencdo do
Titulo de Doutor em Biotecnologia



FARA AMELIA PRIMELLES EGUIA

Desenvolvimento de uma tecnologia para producao e purificacdo do
Fator Estimulador de Coldnia de Granulécito humano recombinante

produzido em Escherichia coli

Tese apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo Interunidades em
Biotecnologia da Universidade de
Sdo Paulo, Instituto Butantan e
Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas para obtencdo do
Titulo de Doutor em Biotecnologia

Area de Concentragdo: Biotecnologia

Orientador: Profa. Dra. Viviane Maimoni Gongalves

Coorientador: Dr. Enéas de Carvalho

Séo Paulo

2018



CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servico de Biblioteca e informagao Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

PRIMELLES EGUIA, FARA AMELIA

Desenvolvimento de uma tecnologia para produgdo e
purificacdo do Fator Estimulador de Coldnia de
Granuldécito humano recombinante produzido em
Escherichia coli / FARA AMELIA PRIMELLES EGUIA;
orientador Viviane Maimoni Gongalves ; coorientador

Eneas Carvalho. -- Sdo Paulo, 2018.
125 px
Tese (Doutorado)) -- Universidade de Sao Paulo,

Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1. rhG-CSF. 2. estabilidade plasmidial. 3. meio
de autoindugdo. 4. renaturacado. 5. purificagdo. I.
Maimoni Gongalves , Viviane , orientador. II.
Carvalho, Eneas, coorientador. III. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Programa de Pds-Graduacdao Interunidades em Biotecnologia
Universidade de Sao Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas

Candidato(a): Fara Amelia Primelles Eguia

Titulo da Tese: Desenvolvimento de uma tecnologia para producgéo e purificacdo da proteina rhG-
CSF (Fator Estimulador de Col6dnia de Granuldcito humano recombinante) produzida em
Escherichia coli

Orientador(a): Dra Viviane Maimoni Gongalves

A Comisséao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Tese de Doutorado, em sessao

publica realizada a ................. Liviiiiiiiiiiiins Lo, , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINATUIAL ettt e et e e e e s a e e e e eens
N[0 4T
1013 (] U0 To RSP PP

Examinador(a): ASSINATUIAL ettt e et e e e e e st e e e e e e a e
N[0 1 4T
1813 (] (U1 ox= To PSRRI

Examinador(a): F TS =1 (U] = PP
(0] TP PTU PP PPPPPTTR
1813 (] (U0 To O PSSPR PP

Examinador(a): ASSINALUIAL ettt e e e e e e s r e e e e e e e
N[0 1 4T
1013 (] (U0 To PP EURR

Presidente: J NI [ = LU ] = LT
10 1.

1013 (U1 o= To OO PSPTRPPPP



Av Vital Brasil 1500 - Casa 82
05503-900 Sao Paulo SP

T +55 11 3723-2132
ceuaib@butantan.gov.br
www.butantan.gov.br

butantan

¥

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUAIB)
INSTITUTO BUTANTAN

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Expressdo recombinante do fator estimulador de
colénia de granulécito humano recombinante (rhG-CSF) em Brevibacillus choshinesis e em
E. colli", protocolo n° 853/11, sob a responsabilidade de Enéas de Carvalho, Viviane
Maimoni Gongalves ¢ Fara Amélia Primelles Eguia - que envolve a criagdo e/ou utilizagéo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica - estd de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009 e de normas complementares, bem como estd
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB) em reunido de 16/8/2017.

This is to certify that the proposal “Recombinant human granulocyte-colony stimulating factor
(thG-CSF) expression inBrevibacillus choshinensis and E. colli”, protocol n® 853/11, under the
responsibility of Enéas de Carvalho, Viviane Maimoni Gongalves and Fara Amélia Primelles
Eguia - which involves the breeding and/or use of animals belonging to phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings) - has been reviewed by the Institute Butantan
Animal Care and Usc Committee and approved in 8/16/2017. This proposal is in accordance
with standards outlined by Brazilian laws for use of experimental animals, and with ethical
principles adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation.

Vigéncia do Projeto: N° de animais/espécie Observacio
10/1/2011 - 06/2018
Laboratério de Biotecnologia Sem adicdo de animais Prorrogacao de vigéncia
Molecular 1

Sao Paulo, 17 de agosto de 2017

cardo Jensen
Jila CEUAIB



A mis padres espectaculares y a mi hermano queridisimo,

mis tres mosqueteros...la luz de mi vida!



AGRADECIMIENTOS

A mi familia maravillosa a quien esté dedicado este trabajo por todo su amor.
A Juanita y su familia que es también mia por todo el apoyo y la fuerza en estos afios

A todos los buenos espiritus que han guiado mi camino hasta aqui, en especial Obdulia Castro quien
confié en mi cuando daba mis primeros pasos de guerra.

A mis hermanos espirituales por siempre tener su mente positiva para este nuevo triunfo
A la maravillosa, incansable y optimista Viviane por todo su ayuda, suspicacia, paciencia y energia
A mis superamigos Mercedes, Daniel y Grettel, por estar en las buenas y las malas.

A mis colegas de Bioprocesos | y Ill, Camila, Stefanie, Douglas, Rafaela, Paola, Kadu, Felipe,
Thiara por recibirme como una mas de la tropa, por los buenos momentos compartidos (bolos,
churrascos, casa en la playa), por toda la ayuda y por hacer mi estancia tan agradable.

A Maria Eugenia, Hugo y Lula por ofrecerme su casa, por hacer tan bueno esta etapa final y por
demostrarme que aun existen personas increibles.

A Fatima “amigucha”, Pedro “o amigo do cara”, y Maximo “marquinho o fura greve”, por los
chistes, las carcajadas, las conversaciones y por los desayuno que compartimos.

A Joaquin por todo su conocimiento, las sugerencias y las historias interesantes.
A los meninos Sergio, Felipe, Marcela y Luciano por la compafiia en estos Gltimos tiempos.
A Rodrigo y Claudia por su colaboracion con reactivos y medidas de HPLC

A Eneas e 0 Henrique por ofrecer la construccion utilizada en este trabajo, los ensayos de dicroismo
Yy sus conocimientos

A Celia, por su colaboracion durante el ensayo en animales

A la profesora Primavera Borelli y Edson Makiyama por la gran ayuda durante el procesamiento de
muestras para el ensayo biologico.

A CAPES por el apoyo financiero.



La Fé mueve montafias

La verdadera Fé es la vida y la accion



RESUMO

Equia, FAP. Desenvolvimento de uma tecnologia para producéo e purificacdo do Fator
Estimulador de Col6nia de Granulécito humano recombinante produzido em Escherichia coli.
2018. 125 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, Séo Paulo, 2018

Os neutréfilos sdo globulos brancos do sangue e primeira linha de defesa contra as bactérias. A
proliferacdo destas celulas é principalmente controlada pelo Fator Estimulador de Coldnia de
Granuldcito (G-CSF). O G-CSF humano recombinante (rhG-CSF) é um medicamento amplamente
utilizado para tratar a neutropenia, condicdo caracterizada pela contagem de neutrofilos abaixo de
1.500/mm3. O rhG-CSF ja foi obtido no Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan em E. coli
como corpos de inclusdo (CI), reportando-se instabilidade do plasmideo e baixo rendimento. Neste
trabalho, o plasmideo pARKAN-I foi avaliado para produzir rhG-CSF em E. coli e viabilizar sua
obtencdo em biorreator. Esse vetor carrega a sequéncia pAR, inserida para aumentar sua
estabilidade. E. coli BL21 (DE3) Star pLysS transformada com pARKAN-1/rhG-CSF foi cultivada
em frascos agitados para avaliacdo da estabilidade do plasmideo em meios complexos (2YT e de
autoinducdo) e quimicamente definido (HDF). Avaliou-se a influéncia de indutores (IPTG e
lactose), glicose e antibidticos sobre a estabilidade plasmidial. A fim de se obter material para
purificacdo, foram realizados cultivos em biorreator com meio de autoinducdo sem antibi6ticos em
modo batelada e HDF com antibi6ticos em modo batelada alimentada, a 30°C, 30% de oxigénio e
pH 6,8. As etapas de purificacdo incluiram: lise em homogeneizador continuo de alta pressao,
lavagens, solubilizacéo e renaturacdo dos CI, e cromatografia de troca cationica em SP-Sepharose.
Avaliaram-se trés métodos de renaturacdo: diafiltracdo, didlise e diluicdo. A estabilidade do
plasmideo foi avaliada pela percentagem de col6nias obtidas em placas de LB-agar com antibidtico
em relacdo as colbnias que cresceram nas placas de LB-agar sem antibidtico. A identidade proteica
foi determinada por SDS-PAGE e Western Blotting. A pureza relativa e a producao especifica do
rhG-CSF foram determinadas por densitometria das bandas da eletroforese. A quantificacdo
proteica foi feita pelo método do &cido bicinconinico. Nos cultivos em frascos com meio 2YT sem
glicose, o crescimento foi mais lento, porém a fase exponencial mais prolongada, alcancando
concentragéo celular (Cx) mais elevada (2,56 g/L) do que as culturas com glicose (Cx~1,35 g/L),
que cresceram mais rapido e chegaram primeiro a fase estacionaria. O cultivo com meio de
autoinducdo proporcionou crescimento similar ao do meio 2YT sem glicose. Em meio HDF, os
cultivos tiveram o crescimento mais lento e menor Cx (0,94 g/L). Os meios 2YT e de autoinducao
mostraram 100% de coldnias resistentes a canamicina antes e apds inducdo, exceto o 2YT sem
antibidtico e sem glicose, com 97,5% e 94,1% apds 6 e 8 h de inducdo, respectivamente,
coincidindo com a maior produgdo de rhG-CSF. Em frascos, 0 meio HDF com antibiotico teve 93%
de coldnias resistentes antes da inducédo dos cultivos em frascos, diminuindo até 85% apds 4 h de
indugdo, com baixa produgdo do rhG-CSF, verificada apenas por Western Blotting. Os cultivos em
biorreator mostraram baixa velocidade especifica de crescimento (0,30 ht), porém elevada Cx e
producdo de rhG-CSF, sendo superior no meio de autoindugdo, que também resultou mais barato do
que o HDF. O método de diluicdo em tampao tris 20 mM pH 8,0 com EDTA 2 mM, Triton X-100
0,1% e glicerol 10% apresentou maior percentagem de renaturacdo. Foi estabelecido um processo
de purificacdo que permitiu obter rhG-CSF com 87% de pureza, integridade estrutural e atividade
biolégica. O plasmideo pARKAN-I, vetor sem restricdes de propriedade intelectual e protecdo de
patente, mostrou alta estabilidade nos meios complexos avaliados, tanto em frasco como em
biorreator, permitindo produzir rhG-CSF em larga escala sem adigdo de antibioticos ao meio de
cultura, o que reduziu o custo do processo de obtencgéo.

Palavras chaves: rhG-CSF, estabilidade plasmidial, meio de autoinducdo, cultivo em biorreator,
renaturacéo, purificacao



ABSTRACT

Eguia, FAP. Development of a technology to produce and purify the recombinant human
granulocyte colony-stimulating factor in Escherichia coli. 2018. 125 f. Thesis (Ph. D. Thesis in
Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018

Neutrophils are white blood cells and part of the first line of defense against bacteria. The
proliferation of these cells is mainly controlled by the Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-
CSF). Recombinant human G-CSF (rhG-CSF) is widely used to treat neutropenia, condition
characterized by a neutrophil count below 1,500/ mm3. The rhG-CSF was already obtained at the
Biotechnology Center of the Butantan Institute in E. coli as inclusion bodies (1B), but plasmid
instability and low yield were reported. In this work, the plasmid pARKAN-I was evaluated to
produce rhG-CSF in E. coli and enable the bioreactor production. This vector carries a pAR
sequence, inserted to increase its stability. E. coli BL21 (DE3) Star pLysS transformed with
pARKAN-I / rhG-CSF was grown in shaken flasks to evaluate the plasmid stability in complex
(2YT and autoinduction) and chemically defined (HDF) media. Also, the influence of inducers
(IPTG and lactose), the addition of glucose and the presence of antibiotics on the plasmid stability
were evaluated. In order to obtain material for rhG-CSF purification, a batch culture with
autoinduction medium without antibiotic and fed-batch culture HDF medium with antibiotic were
performance in bioreactor at 30° C, 30% oxygen and pH 6.8. The purification steps included: lysis
in high pressure continuous homogenizer, wash, solubilization and refolding of IB and cation
exchange chromatography in SP-Sepharose. Three refolding methods were evaluated: diafiltration,
dialysis and dilution. Plasmid stability was evaluated by the percentage of colonies on LB-agar
plates with antibiotic in relation to the colonies that grew on LB-agar plates without antibiotics.
Protein identity was determined by SDS-PAGE and Western Blotting. Relative purity and specific
production of rhG-CSF were determined by densitometry of SDS-PAGE bands. Protein
quantification was performed by the bicinchoninic acid method. In shaken flask cultures with 2YT
medium without glucose, the growth was slower, but the exponential phase was longer, reaching
higher cell concentration (Cx=2.56 g/L) than the cultures in 2YT medium with glucose (Cx~1.35
g/L), which grew faster and reached the stationary phase earlier. Cultures with autoinduction
medium provided similar growth to the 2YT medium without glucose. Cultures with HDF medium
displayed slower growth and lower Cx (0.94 g/L). Shaken flask cultures with 2YT and
autoinduction media showed 100% of kanamycin resistant colonies before and after induction,
except for 2YT without antibiotic and without glucose, which presented 97.5% and 94.1% of
kanamycin resistant colonies after 6 and 8 h of induction, respectively, despite being the medium
with higher production of rhG-CSF. In flasks, HDF medium with antibiotic presented 93% of
kanamycin resistant colonies before induction, decreasing to 85% after 4 h of induction, the rhG-
CSF production was very low, and could be verified only by Western Blotting. Bioreactor
cultivations showed low specific growth rate (0.30 ht), but high cell density and recombinant
protein production. The rhG-CSF production was higher in autoinduction medium, which was
cheaper than HDF. The dilution method using 20 mM tris buffer pH 8.0, 2 mM EDTA, 0.1% Triton
X-100 and 10% glycerol showed the highest percentage of refolding. A purification process was
established and allowed to obtain rhG-CSF with 87% purity, structural integrity and biological
activity. The expression vector pARKAN-I, which is free of intellectual property and patent
protection, showed high plasmid stability in the complex media evaluated in flask and bioreactor
and allowed to produce rhG-CSF in large scale without addition of antibiotics to the culture
medium, reducing the cost of the production process.

Keywords: rhG-CSF, plasmid stability, auto-induction medium, bioreactor cultivation, refolding,
purification
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os neutrofilos sdo globulos brancos do sangue definidos como a primeira linha inata
de defesa contra as bactérias, por isso precisam ser renovados continuamente no organismo. A
proliferacdo destas células é principalmente controlada pelo Fator Estimulador de Colonia de
Granulécito (G-CSF), molécula que controla a proliferacdo e diferenciacdo das células
hematopoiéticas. A neutropenia (adquirida ou congénita) € uma doenca na qual ocorre
diminuicdo dos neutréfilos no sangue a valores inferiores a 1.500/mm3. A neutropenia
adquirida pode ser causada por quimioterapia, radioterapia ou pelo uso de medicamentos. A
associacdo de neutropenia e infec¢des, conhecida como neutropenia febril, continua sendo a
maior causa de morbidade e mortalidade em pacientes com cancer que recebem
quimioterapia.

O G-CSF humano recombinante (rhG-CSF) é um produto biotecnolégico disponivel
no mercado mundial, sendo uma das proteinas recombinantes mais usadas com propdsito
clinico na neutropenia. O tratamento de pacientes com cancer e neutropenia febril inclui
internacdo hospitalar para terapia com antibioticos e o uso do rhG-CSF reduz o tempo e 0s
gastos com internacado e antibidtico-terapia, por isso este medicamento encontra-se na lista de
medicamentos excepcionais do Programa de Assisténcia Farmacéutica do Sistema Unico de
Saude (SUS) (Welte et al. 1996; Hubel e Engert 2003).

A forma ndo glicosilada de rhG-CSF produzida em Escherichia coli com sequéncia de
aminoacidos idéntica a humana recebeu o nome genérico de Filgrastim. No final de 2015, o
Ministério da Satde anunciou um acordo de transferéncia de tecnologia para que o biossimilar
do Filgrastim desenvolvido pela Eurofarma com o nome de Fiprima fosse produzido pela
Fiocruz. Atualmente, Filgrastim e biossimilares sdo comercializados no Brasil pelos
laboratérios Biosintética/Aché (Filgrastim), Blau Farmacéutica (Filgrastine), Amgen
(Granulokine), Teva (Tevagrastim), Dr Reddy’s (Granomax) e Bergamo (Myograf).
Entretanto, a matéria-prima desses produtos ndo € produzida no Brasil, de acordo com as
bulas o rhG-CSF é importado, provavelmente a granel, formulado e distribuido pelos
laboratdrios citados. Filgrastim é produzido por BioSidus S.A., Argentina, Granulokine por F.
Hoffmann-La Roche Ltd, Suica, Tevagrastim por Lemery S.A., México, Granomax por Dr.
Reddy’s Laboratories Ltd, India, e Myograf por Xiamen Amoytop Biotech Co, China. A
Unica excecdo, além do Fiprima, parece ser o medicamento Filgrastine da Blau, porém como a
empresa tem varias sucursais pelo mundo, ndo esta claro em qual delas o produto é realmente

fabricado. Dessa forma, apesar da existéncia dos produtos nacionais, os gastos do Brasil com
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a importacdo do rhG-CSF seguem elevados, onerando o sistema de saude, que distribui
gratuitamente o Filgrastim.

A variante do rhG-CSF chamada Nartograstim, ainda ndo disponivel no Brasil, tem
cinco aminodcidos substituidos na regido N-terminal, o que aumenta a atividade especifica,
estabilidade estrutural e a meia-vida da molécula. Ela foi clonada em Escherichia coli e
produzida em frascos agitados no Laboratério de Biotecnologia Molecular do Instituto
Butantan na forma de corpusculos de inclusdo (CI). Apoés purificar e renaturar os Cl, o rhG-
CSF purificado mostrou atividade bioldgica similar ao Granulokine (Gomes et al., 2012),
porém o vetor utilizado para expressdo do gene do rhG-CSF, plasmideo pAE-6His, se
mostrou instavel para producao de proteinas recombinantes em cultivos de maior densidade
celular (Silva et al., 2007). Para produzir uma proteina recombinante é necessario um
plasmideo estavel, que permita alcancar elevada concentracdo da proteina de interesse, por
essa razdo o pAE-6His ndo € adequado para cultivos em biorreator. Portanto, foi construido o
novo vetor de expressdo, pARKAN-I, que contém uma sequéncia par para garantir a particao
dos plasmideos para as células filhas e portanto sua estabilidade (Li et al., 2005; Ptacin et al.,
2010) e permitir assim a producdo de proteinas recombinantes em cultivos de E. coli em
biorreator.

Pelo papel primordial do rhG-CSF no tratamento da neutropenia e na prevencdo das
complicacdes clinicas do tratamento do cancer, além da reducdo dos gastos governamentais
com o fornecimento gratuito desses medicamento, é de grande importancia estabelecer um
processo de producdo nacional para obter rhG-CSF em larga escala. Além disso, a producéo
da variante Nartograstim visa oferecer uma alternativa terapéutica promissora ao Filgrastim,
uma vez que suas caracteristicas fisico-quimicas poderiam reduzir a dose e o tempo de
tratamento da neutropenia febril. Para alcancar este propdsito, além de um plasmideo estavel
que garanta a sintese da proteina alvo, é necessario selecionar o meio de cultura e as
condicdes de cultivo em biorreator, estabelecer um processo de purificacdo adequado e avaliar

a atividade biologica da proteina purificada.



25

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Fator Estimulador de Coldnias de Granulécito (G-CSF)

O Fator Estimulador de Coldnia de Granulocito (G-CSF) é uma molécula monomeérica
composta por 174 aminodcidos, com massa molecular de aproximadamente 18,8 kDa,
pertencente a familia da interleucina 6 (IL-6). A molécula contém duas ligacGes dissulfeto
(Cys36, 42 e Cys64, 74), uma cisteina livre reduzida (SH) na posicdo 17 e dois residuos de
triptofano nas posicdes 58 e 118 (Lu et al., 1992). Seu ponto isoelétrico (pl) € 6,1 (Jevsevar et
al., 2005). A estrutura secundaria da molécula contém aproximadamente 69% de a-hélice, 4%
de folha-B, 5% de curva-beta (Figura 1). Porém outros autores reportaram 84 % (Gomes et al.,
2012) e 86 % de a-hélice (Venkata et al., 2015c).
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Figura 1 Sequéncia de aminoacidos do hG-CSF. Duas ligacdes dissulfeto (S-S). Segmentos
em a- hélice 990 e segmentos em folhas-f - (Lu et al., 1989).

A estrutura tridimensional, determinada por cristalografia de raios-X, é composta por
quatro hélices: A, B, C e D (Figura 2). A hélice A, forma-se entre os residuos 11-39, a B entre
71-91, a C entre 100-123 e a D entre 143-172.
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Figura 2 Estrutura tridimensional do hG-CSF (Hill, 1993)

O G-CSF pertence ao grupo dos fatores estimuladores de colonia (CSFs) que
controlam a proliferacéo e diferenciacdo das células hematopoiéticas. O fator G-CSF humano
(hG-CSF) estimula e regula a proliferacdo, sobrevivéncia, nivel e diferenciacdo dos
neutrofilos (Clark and Kamen, 1987).

Os neutrofilos sdo glébulos brancos do sangue definidos como a primeira linha inata
de defesa contra as bactérias e que precisam ser renovados continuamente no sangue do
organismo. Se diferenciam na medula 6ssea , circulam no sangue de oito a doze horas e
entram nos tecidos onde podem funcionar entre dois e cinco dias antes de morrer (Li et al.,
2002).

A diferenciacdo celular comeca nas células-tronco pluripotentes, as quais originam 0s
principais tipos de células do sistema imune: células da linhagem mieldide e linféide. A
linhagem linféide origina as células T e B. As células da linhagem mieloide diferenciam-se
gerando mais células progenitoras conhecidas como Unidades Formadoras de Colénia (CFU).
Essas CFUs diferenciam-se em: mondcitos, macrofagos, células dendriticas, megacariécitos e
granulécitos sob a influéncia dos CSFs (Figura 3). O hG-CSF atua na geracdo dos
mieloblastos a partir das CFU e dai surgem os mielécitos que originam os neutréfilos. O hG-
CSF é produzido por mondcitos, macréfagos, células endoteliais, fibroblastos e células
mesenquimais. Também regula a atividade bactericida, quimiotaxia e fagocitica dos
neutrofilos (Weisbart and Golde, 1989) e promove efeitos anti-inflamatorios reduzindo a
liberacdo das citocinas pro-inflamatdrias (Boneberg and Hartung, 2002). A atividade
bioldgica ocorre pela interacdo do hG-CSF com o receptor CD114, que pertence ao grupo de
citocinas do tipo I, expresso em células progenitoras de neutrofilos e em neutréfilos maduros
(Fukunaga et al., 1990).
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Figura 3 Diferenciacdo celular a partir das células-tronco pluripotentes (Encarnacao,
2005). Os pontos de atuacdo do G-CSF sdo destacados em amarelo.

2.2 O rhG-CSF no mercado mundial

Para facilitar o estudo desta molécula, o gene de hG-CSF foi clonado e expressado
para produzir a proteina recombinante (Clark and Kamen, 1987). Atualmente o G-CSF
humano recombinante (rhG-CSF) estd disponivel comercialmente como produto
biotecnoldgico. Quando produzido pela tecnologia do DNA recombinante em Escherichia
coli, a sequéncia de aminoacidos do rhG-CSF ¢ idéntica a nativa, com exce¢do da auséncia da
O-glicosilagdo. Como sera visto adiante, essa € uma das proteinas recombinantes mais
amplamente usadas com prop6sito clinico na neutropenia (item 2.3). O hG-CSF também pode
ser utilizado para mobilizar as células do sangue periférico permitindo-lhes que sejam
liberadas e usadas para transplante e para o tratamento e prevencdo das infec¢bes ndo
neutropénicas nos pacientes (Hubel and Engert, 2003).

Existem quatro formas principais do rhG-CSF disponiveis para uso clinico (Molineux,
2011): Filgrastim, rhG-CSF produzido em E. coli, idéntico & proteina humana néo glicosilada
e com grupo de metionina no N-terminal, o que reduz a degradacao proteolitica e retarda a
eliminacdo renal da molécula; Lenograstim, Unica versdo recombinante glicosilada produzida
em células de mamifero; Pegfilgrastim, Gnico produto de segunda geracdo do rhG-CSF para
uso clinico com uma ligacdo covalente ao polietilenoglicol, que aumenta sua meia-vida
(Encarnacdo, 2005); Nartograstim, variante ndo glicosilada do rhG-CSF original produzida
em E. coli com cinco aminoacidos substituidos na regido N-terminal (Thr-1, Leu-3, Gly-4,

Pro-5 e Cys-17 por Ala, Thr, Tyr, Arg e Ser, respectivamente), mudanga que aumenta a
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atividade especifica, estabilidade estrutural e a meia-vida da molécula, além disso, a
substituicdo da cisteina na posicdo 17 por serina evita a formacdo de ligacbes dissulfeto
incorretas (Kuga et al., 1989). A Tabela 1 mostra exemplos de medicamentos disponiveis no
mercado para tratar a neutropenia, baseados em rhG-CSF.

Tabela 1 Alguns dos produtos no mercado mundial para tratar a neutropenia baseados no
rhG-CSF

Nome Caracteristicas Fabricante Nome
genérico comercial
Filgrastim Produzida em E. coli e CIM / Cuba ior® LeukoCIM
metilada
Pegfilgrastim Produzida em E. coli e Amgen Europe B.V Neulasta
conjugada com PEG EUA- Paises Baixos
(peguilada)
Lenograstim Produzida em celulas de Chugai Pharma / UK Granocyte
mamifero e glicosilada
Nartograstim Produzida em E. coli com Dabur /India Ltd Neumax
substituicdo de 5 aas no N-
terminal

As patentes da primeira geracdo do rhG-CSF ja expiraram. A patente do Filgrastim
expirou em 2006 e a partir de entdo varias formas de biossimilares estdo disponiveis na
Europa, China e Asia (Molineux, 2011). A patente do Nartograstim expirou em 2010 e
recentemente um biossimilar proveniente da India passou a estar disponivel no mercado
mundial (Tabela 1).

No Brasil, um biossimilar do Filgrastim que recebeu o nome de Fiprima foi
desenvolvido pela Eurofarma e, por meio de um acordo de transferéncia de tecnologia, devera
produzido pela Fiocruz, no Centro Henrique Penna inaugurado em dezembro de 2016
(Fiocruz, 2016), para distribuigdo gratuita pelo SUS (INCA, 2015). Os demais biossimilares
comercializados no Brasil, talvez com excec¢do do Filgrastine da Blau, ndo sdo produtos de

fabricacdo prépria, pois a matéria-prima é importada (Tabela 2).
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Tabela 2 Produtos biossimilares do Filgrastim comercializados no Brasil

Nome comercial Laboratorio Fabricante? Apresentacao Preco maximo
ao consumidor®

Fiprima Eurofarma Fiocruz, Brasil® Ainda néo disponivel
Filgrastim ~ Biosintética/Ache ~ DIOSIUS SA. 300 ug Sfrascos  pe 3 973
Argentina 1mL

Filgrastine Blau Farmacéutica Blau Farmacéuticad 300 p :‘(f rSnfLrascos R$ 3.112,53
i Hoffmann-La 300 pg 5 frascos

Granulokine Amgen Roche Ltd, Suica 1mL R$ 2.312,61
. Lemery S.A., 300 pug 5 seringas

Tevagrastim Teva MExico 0.5 mL R$ 3.169,37

Dr. Reddy’s
Granomax Dr Reddy’s Laboratories Ltd, 300w f rsn[rascos R$ 2.146,04
India
Myograf Bergamo/Amgen Xiamen Amoytop 300 pg 5 frascos R$ 2.950,68

Biotech Co, China 1 mL

dqinformacdes  encontradas nas bulas de cada medicamento; Pconsulta a
https://pro.consultaremedios.com.br em 09/04/2018; °previsao de transferéncia de tecnologia,
9ndo foi possivel identificar com certeza o produtor

2.3 Incidéncia da neutropenia no Brasil e tratamento com rhG-CSF

A neutropenia (adquirida ou congénita) é a condi¢do na qual ocorre diminui¢do dos
neutrofilos no sangue a valores inferiores a 1.500/mm?3. Essa condicdo é mais frequente em
pacientes submetidos a quimioterapia, radioterapia, com HIV ou que receberam transplante de
medula 6ssea.

No Brasil, foi estimada, entre 2016-2017, a ocorréncia de 600 mil casos novos de
cancer (INCA, 2016). Os pacientes com cancer sdo submetidos a diversas sessdes de
guimioterapia, que promovem supressao de imunidade inata e/ou adquirida. Esses periodos
sdo caracterizados pela presenca de anemia, plaquetopenia, leucopenia e principalmente
queda importante do namero de neutrofilos (INCA, 2015). Apds a quimioterapia, 0s pacientes
ficam mais susceptiveis a quadros infecciosos, provocando a neutropenia prolongada. S&o os
quadros infecciosos a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes que recebem

quimioterapia (Alvarez et al., 2014; INCA, 2015). Cerca de um terco dos pacientes em
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tratamento oncologico que desenvolvem neutropenia apresentam quadro febril, conhecido
como neutropenia febril (NF), caracterizado por aumento da temperatura axilar em valores
superiores a 38,3°C (Alvarez et al., 2014). O Perjeta®, medicamento usado contra cancer de
mama, apresentou neutropenia (>50%), neutropenia febril e leucopenia entre as reacOes
adversas, consideradas graves e bastante comuns (Ministério da Saude, 2017).

O tratamento de rotina para pacientes com NF usualmente inclui internacéo,
investigacdo diagnostica extensiva e administracdo de antibiéticos de amplo espectro (Alvarez
et al., 2014; Nascimento et al, 2014). Em pacientes com cancer de mama que manifestaram
NF ap0s quimioterapia, a taxa de complicacdes decorrentes desse tratamento é elevada,
acarretando importante morbidade e mortalidade, a taxa de Obito varia entre 4% e 21%
(Yuriko et al., 2015). O mesmo estudo mostrou que o risco de morte em doentes com NF foi
superior em 15%, quando comparado com doentes sem NF. A mortalidade global foi de 5%
em doentes com tumores sélidos e 11% com tumores hematoldgicos (Yuriko et al., 2015).

A incidéncia de NF, bem como a sua duracdo, os dias de hospitalizacdo e a terapia
com antibioticos diminuem notavelmente com o uso profilatico de fatores de crescimento,
entre eles 0 G-CSF (Wittman et al., 2006; Garcia-Carbonero et al., 2001).

Nos Gltimos 10-15 anos, a terapia profilatica com rhG-CSF, além de ter sucesso em
pacientes que recebem altas doses de quimioterapia, tem sido usada como tratamento ou
prevencdo para reforcar o sistema imune em pacientes com HIV, pneumonia e pacientes
diabéticos com infec¢bes nos pés (Yuriko et al., 2015).

O rhG-CSF ¢ distribuido gratuitamente pelo Sistema Unico de Salde (SUS) e
encontra-se na lista de medicamentos excepcionais do Programa de Assisténcia Farmacéutica
do SUS, acarretando gastos publicos consideraveis (Welte et al., 1996; Hubel e Engert, 2003).
Um estudo técnico-econémico feito para a implantacdo da producdo de rhG-CSF no Brasil
demonstrou que ele pode ser produzido por custos até cerca de 90% inferiores aos valores
pagos em compras governamentais, deste modo o desenvolvimento de um método eficaz e de
baixo custo para a producdo de rhG-CSF seria de grande importancia para a Saude Publica
Brasileira e para a reducéo de gastos governamentais (Encarnagéo, 2005).

No ano 2016 o Ministério de Satde anunciou que investiria aproximadamente R$ 443
milhGes por ano para realizar a transferéncia tecnoldgica e portanto adquirir cinco
medicamentos bioldgicos. Esses medicamentos seriam produzidos em quatro laboratérios
publicos e sete empresas privadas. Todos esses medicamentos sdo farmacos distribuidos
gratuitamente pelo SUS e entre eles estda o Filgrastim (Tabela 2), classificado como

oncologico (Ministério de Saude, 2016). A cifra de investimentos mostrou-se superior do que
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em 2008, quando o governo federal investiu R$ 400 milhdes para a aquisicdo de

medicamentos biotecnoldgicos (Ministério de Saude, 2009).

2.4 Cultivos de microrganismos recombinantes para produzir rhG-CSF

O principal objetivo dos cultivos de microrganismos é aumentar a produtividade
(quantidade de produto por unidade de volume e por unidade de tempo) (Gombert and
Kilikian, 1998). Nos cultivos de microrganismos recombinantes, quando a expressdo do gene
alvo esté controlada por um promotor reprimido, como o operon lac, é importante atingir altas
concentracOes celulares antes de iniciar a sintese da proteina alvo desencadeada pela adi¢éo
do indutor, porque, uma vez iniciada a sintese da proteina heteréloga, ocorre uma subtracédo
da energia disponivel para o crescimento e manutencdo do microrganismo (Gombert and
Kilikian, 1998).

A producdo de proteinas recombinantes origina-se da possibilidade de transferir uma
sequéncia de DNA para um microrganismo hospedeiro. A clonagem permite que o gene que
codifica uma proteina possa ser retirado de seu hospedeiro habitual, inserido em um vetor de
clonagem e introduzido em outro organismo (Brown, 2003). Ha relatos da obtencédo de rG-
CSF a partir de células de mamiferos (Holloway, 1994), Brevibacillus choshinensis
(Yamamoto et al 2009), Bacillus subtilis SCK6 (Bashir et al, 2015) e E. coli (Vanz et al.,
2008; Gomes et al., 2012; Venkata et al., 2008b; Kim et al., 2013; Vemula et al , 2015b;
Pathak et al., 2016).

A bactéria E. coli é um dos hospedeiros mais usados para producdo de proteinas
recombinantes, pois cresce rapidamente em altas concentracfes celulares e em substratos
baratos, além da sua genética ser bem conhecida, haver disponiveis muitos vetores de
clonagem e cepas mutantes (Williams et al., 2006), e ser facil de manusear geneticamente
(Choin et al., 2006). E uma bactéria que cresce a temperaturas entre 8 e 48 °C e pH neutros,
entre 6 e 8 (Neidhardt et al., 1990). Alguns dos produtos recombinantes produzidos em E. coli
sdo enzimas industriais, como renina e amilases, e proteinas terapéuticas, como insulina e

horménios de crescimento (Eiteman and Altman, 2006).

2.4.1 Meios de cultura utilizados em cultivos de E. coli recombinante

Os meios de cultura utilizados para cultivos de E. coli recombinante podem se

classificar em complexos (Studier, 2005; Vemula et al., 2015c) e quimicamente definidos
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(Korz et al., 1995; Seeger, 1995; Kim et al., 2014). Os meios complexos (LB é o mais
comum) contém hidrolisados proteicos, também chamados peptonas, como extrato de
levedura e triptona. A triptona supre a bactéria aminoécidos e pequenos peptideos, e o extrato
de levedura supre fundamentalmente a demanda de nitrogénio e vitaminas. Como
consequéncia da presenca de aminoacidos e vitaminas, esses meios proporcionam maiores
valores de velocidade especifica de crescimento, i (Brown, 2003).

A presencga de triptona, peptona de origem animal, apresenta o risco de contaminagéo
por prions nos meios complexos, portanto estes meios ndo cumprem as recomendacdes dos
Orgdos regulatorios para as boas praticas de fabricacdo (BPF) (OMS, 2006). Existem
hidrolisados proteicos de origem vegetal que podem substituir a triptona. Dos Santos (2012)
demonstrou que a triptona do meio de autoinducdo (Studier, 2005) pode ser substituida por
Phytone (BD/Difco), hidrolisado proteico de soja totalmente livre de compostos de origem
animal, proporcionando niveis semelhantes de producdo de PspA4Pro e de biomassa em E.
coli, tanto em frascos agitados como em biorreator.

Os meios definidos sdo constituidos por sais, vitaminas e aminoacidos de composi¢ao
conhecida, porém exigem maior cuidado na preparacdo. Esse tipo de meio permite atingir
elevadas concentracdes celulares porque facilita o controle da fonte de carbono e, portanto, da
U, 0 que permite regular a inibicdo por substrato e por metabolitos (Brown, 2003). A glicose é
a fonte de carbono utilizada na maioria desses meios, cuja rapida assimilacdo acarreta uma
intensa formacdao de acetato, que provoca a inibicdo do crescimento e da producgéo de proteina
recombinante (Kilikian et al., 2000).

Para evitar a inibicdo por substrato e a formacdo de metabolitos &cidos, geralmente, os
cultivos sdo realizados em meios definidos, com concentracfes dos substratos inferiores as
inibitorias, controlando a concentragdo da fonte de carbono durante a fase de alimentacdo em
cultivos do tipo batelada alimentada (Riesenberg et al., 1991).

2.4.2 Cultivos de alta densidade celular (CADC)

Os cultivos de alta densidade celular séo utilizados para aumentar a produtividade
volumétrica do cultivo, diminuindo os gastos em equipamentos e reagentes (Riesenberg and
Guthke, 1999). Este tipo de cultivo é muito usado para a producéo de proteinas recombinantes
(Seeger, 1995;Waegeman and Soetaert, 2011; Vemula et al., 2015b), pois garante elevada
producdo. CADC é simplesmente um cultivo em batelada alimentada (Lima, 2004) com trés

etapas principais: 1) batelada, onde é consumida a fonte de carbono inicial; 2) fase de
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alimentacdo, com o acréscimo da fonte de carbono de forma controlada, evitando seu acimulo
e portanto formacdo de subprodutos inibidores, por exemplo acetato, alem de permitir o
controle da p durante essa fase; 3) adicdo do indutor da sintese de proteina, onde p diminui
ficando menor que Umax, devido ao estresse metabdlico, que serd mais discutido adiante (item
2.6).

O metabolismo de “overflow” do substrato geralmente acontece quando glicose ¢é a
fonte de carbono, pois ela é processada rapidamente pela via glicolitica até piruvato. O
piruvato em condi¢fes de aerobiose é oxidado obtendo-se acetil-CoA, o qual estando em
excesso ndo é metabolizado no ciclo de Krebs e portanto é transformado em acetato. A
formacdo excessiva de acetato no meio é critica para os cultivos de alta densidade celular,
particularmente quando é utilizada a glicose como fonte de carbono. A glicose tem sido
substituida por substratos que a célula assimila mais lentamente, tais como glicerol (Korz et
al., 1995; Sargo, 2011; Dos Santos, 2012; Silva et al., 2012b), frutose (Du et al., 2016) e
galactose (Belldo, 2005), os quais permitem menor acumulo de acetato, porém, um
crescimento celular mais lento. E. coli ndo possui transporte ativo para entrada do glicerol na
célula (Lehninger, 2006), portanto, a sua assimilacdo é mais lenta que no caso da glicose, e
portanto, a formacdo de acetato € menor. Por esta razdo, quando as células sdo cultivadas com
glicerol atingem maior concentracdo celular durante a alimentacdo (Carvalho et al., 2012).
Sargo (2011) utilizou o glicerol como principal fonte de carbono e demonstrou que o
coeficiente de manutencdo celular (m) foi 10 vezes maior que o obtido em presenca de
glicose. Neste trabalho, Sargo conseguiu manter a concentracdo de glicerol entre 5 e 10 g/L
durante a fase de alimentacdo sem acUmulo de acetato, garantindo o rapido crescimento

celular e minimizando o estresse provocado pela baixa concentracdo de substrato.

2.5 Expressao de genes heterdlogos utilizando o sistema do operon lac

A escolha do vetor, do hospedeiro e das condices de crescimento é importante para
garantir altos niveis de expressdo do gene heterdlogo. A maioria dos sistemas de expressao
para sintese de proteinas recombinantes em E. coli esta controlada pelo operon lac (Figura 4),
que controla o metabolismo da lactose regulado pelas enzimas -galactosidase, permease e
transcetilase codificadas, respetivamente, pelos genes lacZ, lacY (Lehninger, 2006) e lacA
(Champe et al., 2009).
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Figura 4: Sistema de controle do operon lac (Fonte: pagina da internet
(http://www.abcdamedicina.com.br/regulacao-da-expressao-genetica-transcricao-e-traducao-

rna-operons.html) acessada em 20/11/ 2017.

Essas enzimas sdo produzidas na presenca de lactose, que sofre isomerizagdo
formando a alolactose, que por sua vez se liga ao repressor Lacl. Quando alolactose liga-se ao
Lacl, sua conformacdo se altera e ele se desliga do operador LacO, deixando-o livre,
permitindo assim que a RNA polimerase transcreva 0s trés genes necessarios para a utilizacdo
de lactose (Wheatley et al., 2013) (Figura 4). Em sistemas do tipo do vetor pET, o gene
heter6logo é inserido no plasmideo no lugar dos genes lacZ, lacY e lacA, portanto a expressao
do gene da proteina de interesse sera controlada por um derivado do operon lac, e depende da
presenca do indutor que produz aumento na transcri¢cdo dos genes estruturais do operon (Berg
et al., 2002; pET User Manual, 2014). Quando a glicose estda no meio com concentracdes
entre 5 e 10 g/L, ocorre a repressdo catabolica do operon lac, ou seja, a utilizacdo de lactose
fica reprimida, como consequéncia da influéncia da glicose sobre o promotor lac UV5 da T7
RNA polimerase e portanto inibe a sintese de proteina recombinante (Champe et al., 2009;
PET User Manual, 2014)

Os indutores para as construcgdes derivadas do operon lac sdo a propria lactose ou seus
analogos, sendo o isopropil-R-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) um dos mais usados (Silva et
al., 2012a; Vemula et al., 2015b; Vemula et al., 2015c; Babaeipour et al., 2015). Para uso do

IPTG devem-se definir: concentracdo, 0 momento de ser acrescentado no meio, temperatura e
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tempo de inducdo. A maioria dos autores da area de Biologia Molecular diz que 0 momento
ideal para adicionar o IPTG é quando a densidade 6tica (DO) esta entre 0,6 e 0,8, ou seja, no
inicio da fase exponencial do crescimento (Einsfeldt et al., 2011; Larentis et al., 2011).
Alguns autores que realizaram o cultivo em frascos relatam que diminuindo 10 vezes a
concentracdo do IPTG (de 1 mM para 0,1 mM), ele ainda é capaz de induzir a sintese
proteica, sem impacto negativo na quantidade de proteina recombinante produzida (Einsfeldt
et al., 2011; Larentis et al., 2011; Tsai et al., 2017). Einsfeldt et al. (2011) observaram que
temperaturas mais baixas e tempos mais longos de indu¢do aumentaram a producéo de PsaA
em E. coli, estabelecendo para a indugédo: 25°C, 0,1 mM de IPTG e 16 h de inducéo.

O IPTG € caro e pode ter impacto negativo no crescimento celular pelos efeitos
toxicos nas células hospedeiras (Einsfeldt et al., 2011; Dvorak et al., 2015), o que € uma
limitacdo para utilizd-lo em processos de larga escala. Portanto, seria mais vantajoso usar
indutores menos toxicos e igualmente eficientes (Lee, 1996; Vaz et al., 2008). A lactose
comparada com IPTG tem menor custo, atua como fonte de carbono e ndo inibe o
crescimento celular. Porém, a lactose precisa da permease para entrar na célula, levando a
necessidade de utilizar diferentes estratégias de inducdo. A lactose pode ser adicionada ao
meio desde o inicio do cultivo, ou quando as outras fontes de carbono estejam esgotadas (Yan
et al. 2004; Vaz, 2008; Dos Santos, 2012).

Kilikian et al. (2000) mostraram que a producdo da proteina Tropinina C foi maior
utilizando IPTG do que com a lactose, além de produzir poucos metabolitos e o plasmideo
mostrar maior estabilidade. Alguns autores reportaram niveis de expressdo semelhantes com
os dois indutores (Silva, 2005) e outros indicaram que a producdo da proteina recombinante
foi superior na presenca de lactose (Silva et al., 2012a; da Silva et al., 2013). Muitos
pesquisadores ja empregaram lactose em lugar de IPTG como indutor com resultados
favoraveis (Dos Santos, 2012; Horta et al. 2012; Vélez et al. 2014; Campani et al. 2016;
Bashir et al., 2016; Eguia et al., 2018).

2.6 Estabilidade dos plasmideos e o sistema de particao par

O vetor de expressdo para producdo industrial deve ser estavel e permitir a sintese da
proteina de interesse. Durante a inducdo ocorre um elevado estresse metabolico na célula, a
qual é forcada a direcionar grande parte da energia e dos aminoacidos gerados para atender a
demanda da sintese proteica (Kilikian et al., 2000; Goyal et al. 2009; Silva et al., 2012b). Esse

fendmeno acarreta desaceleracdo do crescimento e instabilidade do plasmideo, ou seja, as
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células ndo conseguem mais manter a funcao de replicar genes e regular a concentracdo do
plasmideo dentro da célula (Ow et al., 2006; Wang et al., 2006). Essa instabilidade pode
provocar a ndo retencdo do plasmideo dentro das células pela desigual distribuicdo dos
mesmos para as células filhas durante a divisdo celular. Em alguns casos se reduz o
rendimento da proteina alvo cujo gene esta presente no plasmideo (Friehs, 2004; Silva et al.
2007).

Este fendmeno é comumente contornado com a insercdo no plasmideo de um gene
de resisténcia a antibidtico e com adicdo deste reagente ao meio de cultivo. A presenca do
antibiotico gera uma pressdo seletiva para que as células retenham o plasmideo que contém
também o gene de interesse (Héagg et al., 2004; Xu et al. 2006). Porém, alguns autores
mostraram que essa alternativa nem sempre é bem sucedida devido ao estresse adicional
provocado nas células como consequéncia da producdo da proteina de resisténcia ao
antibiotico e da degradacéo deste (Johansson e Liden, 2006; Goyal et al. 2009).

A particao dos plasmideos entre as células filhas é um processo dindmico, no qual os
plasmideos sdo movimentados e posicionados na célula para garantir que ao menos uma cépia
do plasmideo fique dentro de cada célula filha durante a divisdo celular (Baxter e Funnell,
2014). Existem trés mecanismos gque garantem a parti¢do do plasmideo:

i) Segregacdo aleatdria, manifestada em plasmideos de alta cdpia e que pressupde uma
distribuicdo normal da quantidade de plasmideos entre as células filhas (Field e Summers,
2011).

i) Sistema de particdo ativo, tipico de plasmideos de baixa copia, formado pelo gene par,
que codifica para as proteinas responsaveis por distribuir pelo menos uma cépia do
plasmideo para cada célula filha (Salje et al., 2010)

iii) Morte pos-segregacdo, modelo baseado no sistema toxina-antitoxina, no qual as
celulas filhas que ndo tém o plasmideo com o gene da antitoxina sao mortas pela toxina na
célula hospedeira (Stieber et al. 2008).

O mecanismo de particdo ativo € formado por trés elementos principais: sitios de
particdo (sitio par), a proteina de ligacdo ao centrémero (CBP) e a proteina motora, uma
ATPase. Os sitios par sdo regides do DNA plasmidial que dirigem o processo da segregacéo,
com estruturas similares a centrdmeros que garantem a estabilidade do plasmideo em
procariotos, porque constituem sitios de unido durante a segregacdo (Baxter eFunnell, 2014).
A proteina motora propicia a correta distribuicdo dos plasmideos para as células filhas e a
CBP une a proteina motora com o sitio par. Os sistemas par sao classificados de acordo com

0 tipo de proteina motora: Tipo | Walker-A P-loop; Tipo Il com Actina (Gerdes et al. 2000); e
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Tipo 11l com Tubulina (Gerdes et al. 2010; Baxter e Funnell, 2014). Especificamente, o
sistema Tipo Il € o mais conhecido, cujo mecanismo de estabilizacdo foi descrito por Brooks
e Hwang (2017) (Figura 5).
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Figura 5 Mecanismo de estabilizagdo do Tipo Il indicando os componentes da sequéncia par
gue atuam durante a divisdo celular para repartir os plasmideos entre as células filhas, onde
Par M € a proteina motora, Par R, a proteina de ligacdo ao centrébmero e par C o sitio de
particdo (Brooks e Hwang, 2017).

Em linhas gerais, 0 mecanismo de particdo ativa atua da seguinte maneira. Primeiro,
varias CBPs se ligam ao sitio par do DNA. Segundo, a proteina motora se liga ao complexo
CBP-DNA ocorrendo a sua polimerizacdo, ai os filamentos se estendem para fora em duas
direcBes da célula. Terceiro, comecam os ciclos de ligacdo e hidrolise do ATP, entdo a
hidrolise do ATP desencadeia a desmontagem dos filamentos e os plasmideos sdo puxados
(tipo 1) ou empurrados (tipos Il e I11) para os polos opostos da célula, segregando-os nas duas
células filhas.

A sequéncia par é usada na clonagem genética para garantir estabilidade do plasmideo
nas células hospedeiras durante a divisdo celular, garantindo a retencdo do plasmideo pelo
hospedeiro e, portanto, a estabilidade de ambos (Chang et al., 1987; Ptacin et al., 2010).
Quando estas regides par se perdem, o plasmideo ainda se replica, mas a estabilidade diminui
durante o crescimento celular. Estudos mostraram que os plasmideos contendo o gene par sdo
mais estaveis durante a replicacdo (Gerdes and Molin, 1986; Li et al., 2004; Liu et al., 2005,
Eguia et al.,2018). Dentre eles, Liu et al. (2005) avaliaram varias construgdes para expressar a
proteina hemoglobina de Vitreoscilla (VHb) com e sem a sequéncia do par, comprovando um

aumento de estabilidade do plasmideo quando ele continha a regido de particdo (par). Essa
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estabilidade foi observada durante a divisdo celular de 100 geracdes na auséncia de

antibioticos.

2.7 Obtencao do rhG-CSF a partir de E. coli

Ja foram abordadas no item 2.4 as razGes para escolha de E. coli pela maioria dos
autores para obtencdo de proteinas recombinantes. Diversos autores tém trabalhado na
producdo do rhG-CSF a partir de E. coli. A maioria usou meios de alta densidade celular
(Kim et al., 2014; Vemula et al., 2015 b) ou meio complexo com acréscimo de antibiotico
(Bishop 2001; Vanz et al. 2008; Venkata et al., 2008a; Gomes et al., 2012; Vemula et al.,
2015c). Aqueles que usaram biorreator para produzir rhG-CSF em cultivo de alta densidade
celular, utilizaram cultivos em frascos agitados com meio complexo para o indculo, com
agitacdo entre 150 e 300 rpm a 37 °C. Nesses trabalhos, com producdo em larga escala ou
ndo, a proteina foi obtida em corpos de inclusdo (CI) e mostrou atividade similar ao rhG-CSF
comercialmente disponivel (Venkata et al., 2008b; Vanz et al. 2008; Gomes et al., 2012; Kim
etal., 2013).

Quase todos os autores empregaram o IPTG (entre 1 e 2 mM) como indutor (Venkata
et al., 2008b; Gomes et al., 2012; Kim et al., 2013; Vemula et al., 2015b). Vanz et al. (2008)
produziram o rhG-CSF a partir de E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo
PET23a(+) em 24 h de cultivo sem adic¢do de indutor. Gomes et al. (2012) produziram o rhG-
CSF no Laboratério de Biotecnologia Molecular, Centro de Biotecnologia do Instituto
Butantan, em E. coli BL21 (DE3) Star pLysS empregando o vetor pAE, plasmideo bacteriano
que possui gene de resisténcia a ampicilina e permite a producdo da proteina recombinante
com cauda de seis histidinas na porcdo N-terminal sob o controle do promotor derivado do
fago T7 (Ramos et al., 2004). Apesar de a proteina ter mostrado atividade bioldgica similar ao
Granulokine, o vetor pAE tinha-se mostrado instavel para producdo de proteinas
recombinantes em cultivos de alta densidade celular (Silva et al., 2007), sendo inviavel seu
uso para cultivos em biorreator.

Desse modo, o grupo responsavel pela clonagem do rhG-CSF construiu um novo vetor
de expressdo, o plasmideo pARKAN-I, para permitir a producéo do rhG-CSF em biorreatores
(Figura 5). Esse plasmideo contém a sequéncia par (item 2.6), procurando garantir a particao
dos plasmideos para as celulas filhas (Chang et al., 1987; Li et al., 2005; Ptacin et al., 2010;
Eguia et al., 2018) e, portanto, sua estabilidade.
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O vetor pARKAN-I, além da sequéncia par, contém também os genes do repressor
Lacl e de resisténcia a canamicina (Kan) e um sitio de clonagem (MCS) a jusante da
sequéncia de fusdo com uma cauda de 6 histidinas na por¢do N-terminal da proteina de
interesse. As enzimas de restricdo Nde | e Kpn | foram empregadas para inserir o gene do

rhG-CSF (Nartograstim) nesse vetor (Figura 6).

Nde |

Figura 6 Plasmideo pARKAN-I construido no Laboratério de Biotecnologia Molecular | do
Instituto Butantan: pMBZ1ori: origem de replicacdo, par: gene da sequéncia pAR, lac I: gene
do repressor Lac I, P T7: promotor do fago T7; Lac Op: sitio operador do operon lac; RBS:
sitio de ligacdo com o ribossomo; 6XHis: sequéncia da fusdo com cauda de 6 histidinas na
porcdo N-terminal da proteina; MCS: sitio multiclonagem; T7 Term: sequéncia de terminacéao
do fago T7; Kan R: gene de resisténcia a canamicina (Eguia et al. 2018).

2.8 Purificacao de rhG-CSF

A purificacdo de uma proteina é o conjunto de procedimentos realizados a partir de um
produto bruto para atingir o grau de pureza que se requer para que o produto final purificado
seja usado, maximizando sua recuperacdo e minimizando o custo (Ward, 1991). Os
procedimentos baseiam-se nas diferencas entre as propriedades fisico-quimicas das impurezas
e do produto alvo: localizagcdo (intra ou extracelular), carga elétrica, massa molecular,
hidrofobicidade, solubilidade e afinidade por ligantes especificos (Wheelwright, 1991).

As etapas gerais de purificagdo de uma proteina recombinante sdo: 1) separagdo das
células do meio de cultura, que pode ser feita por centrifugacdo (convencional ou continua) ou
microfiltracdo (tangencial ou convencional); 2) ruptura celular e separacdo dos debris caso a

proteina seja intracelular, o que acontece na maior parte dos casos; 3) purificacdo primaria,
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onde se eliminam as impurezas com propriedades bem diferentes da molécula de interesse,
geralmente, feita mediante precipitacGes e cromatografias de troca idnica, hidrofobica e de
afinidade; 4) purificacdo de alta resolucdo, onde se separam as impurezas com propriedades
semelhantes as do produto alvo, empregando precipitacfes seletivas, cromatografia de
filtracdo em gel e cromatografia de afinidade (Scopes, 1994).

Existem artigos que abordam a obtencéo e purificacdo do rhG-CSF no sobrenadante
do cultivo quando a proteina é secretada no meio (Yamamoto et al., 2009; Bashir et al., 2015).
Porém, a maioria descreve a purificacdo a partir da E. coli, quando o rhG-CSF € produzido
intracelularmente na forma de CI (Vanz et al., 2008; Venkata et al., 2008b; Gomes et al.,
2012; Zhao et al., 2014; Vemula et al., 2015b; Vemula et al., 2015c).

Os CI sdo resultado da deposicdo de proteinas na forma inativa em agregados
insolGveis no citoplasma da célula hospedeira. A obtencdo da proteina recombinante a partir
de CI é escolhida pela facil recuperacdo do material insolGvel (pela centrifugacdo do lisado
celular) e baixa quantidade de contaminantes presentes. Além disso, a proteina de interesse €
protegida da degradacdo por proteases, 0 que permite o isolamento com alta concentragéo e
pureza (Tan et al., 2002). Porém, apds a recuperacdo dos Cl é necessario realizar etapas de
solubilizacdo e renaturacdo da proteina, tornando o processo mais longo, complexo e caro,
podendo, resultar em baixo rendimento da proteina renaturada e perda da integridade proteica
(Serensen and Mortensen, 2005; Vanz et al., 2008; Yamamoto et al., 2009; Gomes et al.,
2012), portanto, pode-se perder a atividade bioldgica (Baneyx, 1999).

Vanz et al. (2008); Venkata et al., (2008a); Venkata et al., (2008b); Gomes et al.
(2012), Kim et al. (2013), Zhao et al. (2014), Rathore et al. (2016) basearam-se nos passos
basicos que envolvem a purificacdo proteica a partir de Cl: centrifugacdo para separar as
células do meio de cultura, lise das bactérias em homogeneizador de alta pressao para liberar
0 contedo intracelular, centrifugacdo para recuperar os Cl, lavagem dos Cl com baixa
concentracdo de agentes desnaturantes, solubilizacdo dos CI com alta concentracdo de agentes
desnaturantes, renaturacdo por diminuicdo gradativa da concentracdo do desnhaturante, uma
etapa cromatografica de troca catidnica para purificar o produto e um polimento final para
remover o sal da fragdo purificada.

Agentes desnaturantes como ureia e guanidina sao usados para solubilizar os ClI, pois
provocam desdobramento completo ou parcial da estrutura da proteina. Depois é feita a
renaturacdo, que é, sem duvida, o passo mais critico. Nesta etapa formam-se novamente as

ligacGes dissulfeto e a proteina deve recuperar sua forma biologicamente ativa (Rosano e
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Ceccarelli, 2014). Tém sido reportados varios métodos para renaturar o rhG-CSF solubilizado

a partir dos Cl:

1. Método das dialises consecutivas utilizando concentragcdes decrescentes de ureia desde 4
M até 0 M (Vanz et al., 2008; Gomes et al.,2012).

1. Diafiltracdo em membranas de 5 kDa, na qual o desnaturante € removido lentamente do
solubilizado lavando-o com tampé&o de renaturacdo mantendo o volume fixo do retentado
(Venkata et al., 2008b, Zhao et al., 2014).

2. Diluicdo do produto, que consiste em diluir o material solubilizado no tampédo de
renaturacdo, o que pode ser feito adicionando o produto no tampdo de renaturacao
(diluicdo direta) (Venkata et al., 2008a; Kim et al., 2014; Vemula et al., 2015b; Vemula et
al., 2015c) ) ou tampao no produto (diluicdo inversa) (Vallejo et al., 2002).

3. Renaturacdo em coluna cromatografica, onde € realizada a renaturacdo da proteina
juntamente com a purificacdo. Vemula et al. (2015b) e Wang e Geng (2012) argumentam
que o método cromatografico para renaturar é mais rapido e eficiente porque tem a

possibilidade de renaturar e purificar a proteina em s6 uma etapa.

Autores que obtiveram o rhG-CSF a partir de Cl reportaram os seguintes rendimentos
de proteina purificada: 0,5 mg/L (Bishop et al., 2001); 3,2 mg/L (Vanz et al., 2008); 15 mg/I
(Gomes et al., 2012); 2,18 g/L (Venkata et al., 2008b); 1,75 g/L (Kim et al., 2013), esses dois
ultimos a partir de cultivos realizados em biorreator.

Protocolos que envolvem a etapa de renaturacdo geralmente apresentam maior custo
comparado a protocolos em que a proteina esta na sua forma soltvel no inicio da purificacédo
(Yamamoto et al., 2009; Bashir et al., 2015). Baseado nesta justificativa, Yamamoto et al.
(2009) produziram o G-CSF canino (cG-CSF) em Brevibacillus choshinensis, bactéria Gram-
positiva, sem genes de proteases e com ampla capacidade de secretar proteinas no meio
(Takara, 2006). A purificacdo foi realizada a partir do sobrenadante livre de células,
submetido a duas precipitacdes com adigédo de sulfato de amonio (40% e 20% de saturacéo) e
cromatografia de interacdo hidrofobica em coluna de Hi-prep Butil-Sepharose. O ¢G-CSF

purificado apresentou atividade biolégica de 8,0x10° U/mg.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo desenvolver uma metodologia compativel com a escala
industrial para produzir e purificar o Fator Estimulador de Coldnia de Granul6cito humano
recombinante (rhG-CSF) para tratamento da neutropenia.

Para isso foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar a estabilidade de um novo vetor de expressdao de genes heterdlogos,
pPARKAN-I, para a producéo do rhG-CSF.

e Avaliar meios de cultura complexo e definido para producéo do rhG-CSF em frascos
a partir de E. coli BL21 (DE3) Star pLys S transformada com pARKAN-I/ rhG-CSF.

e Aumentar a escala de producdo do rhG-CSF para o biorreator empregando os meios
de cultura selecionados a partir dos cultivos em frascos.

e Avaliar diferentes métodos de renaturacao e desenvolver o processo de purificacdo da
proteina rhG-CSF.

e Caracterizar a estrutura secundaria do rhG-CSF por dicroismo circular e a atividade

em um modelo de neutropenia em camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo

A linhagem de E. coli utilizada foi BL21(DE3) STAR pLysS transformada com o
plasmideo pARKAN-1/rhG-CSF, obtido no laboratério de Biotecnologia Molecular | do
Instituto Butantan e gentilmente cedido para este trabalho. O plasmideo, aléem do gene do
rhG-CSF, contém o gene do repressor Lacl, o marcador de resisténcia a canamicina (Kan), o
promotor T7 e o gene pAR. O gene do rhG-CSF (Nartograstim) foi inserido empregando-se
os sitios de restricdo Nde | e Kpn | (Figura 6), portanto a molécula ndo tem a sequéncia de seis
histidinas no N-terminal. O plasmideo pLysS da bactéria, que contém o gene da lisozima, tem

marca de resisténcia ao cloranfenicol (Clo).

4.2 Meios de cultura

Foram utilizados diferentes meios de cultura para avaliar o crescimento celular e a
sintese proteica. O meio de cultivo semissdlido Luria Bertani-Agar (LB-agar) descrito na
Tabela 3, foi empregado para ativacdo das células do estoque congelado e avaliar a

estabilidade do plasmideo.

Tabela 3 Composicao do meio LB-agar (De Spiegeleer et al., 2004)

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

Os experimentos em frascos agitados foram realizados em meio complexo 2YT
(Tabela 4), meio de autoinducdo (Tabela 5) e meio quimicamente definido HDF (Tabela 6),

acrescidos ou ndo com 30 pg/mL de Clo e 50 pg/mL Kan.

Tabela 4 Composi¢cdo do meio complexo 2YT

Nutrientes Concentracgéao g/L
Triptona 16
Extrato de Levedura 10

NaCl 5
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A formulagdo do meio complexo de “autoinducdo” (Tabela 5) tem como base o meio
ZYM-5052 desenvolvido por (Studier, 2005) e modificado por Dos Santos (2012).

Tabela 5 Composi¢ao do meio complexo de “autoindugdo”

Nutrientes Concentracéo para Concentracao para
cultivo em frascos cultivo em reator
Glicerol 59/L 60 g/L
Glicose 0,5¢g/L 10 g/L
Lactose* 500/L 20 g/L
Extrato levedura 500/L 59/L
Phytone 10 g/L 10 g/L
KH2PO4 3,4 0/L 349/L
NaxHPO4 9¢g/L 9¢g/L
NH4CI 2,7 g/L 2,79/L
Na2SO4 0,7 g/L 0,7 g/L
MgSO4_7H.0 0,59/l 0,5¢9/L
Citrato férrico 100,8 mg/L 100,8 mg/L
CoCl_6H20 2,5 mg/L 2,5 mg/L
MnClz_4H:0 15 mg/L 15 mg/L
CuCl2_2H.0 1,5 mg/L 1,5 mg/L
H3BOs 3 mg/L 3 mg/L
Na:MoO4_2H20 2,1 mg/L 2,1 mg/L
Zn(CH3COOH),_H.0 33,8 mg/L 33,8 mg/L
EDTA 14,1 mg/L 14,1 mg/L
Tiamina 45 mg/L 45 mg/L

*A lactose foi omitida em alguns experimentos conforme explicado no texto

A foérmula do meio quimicamente definido HDF baseou-se na proposta de Seeger et al

(1995) contendo, kan 50 pg/mL (Tabela 6).
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Tabela 6 Composi¢cdo do meio quimicamente definido HDF

Concentracao  Concentracao Concentracédo no meio
Nutrientes paracultivo  para cultivo em de alimentacéo para
em frascos reator batelada alimentada
Glicose 10 g/L - -
Glicerol - 40 g/L 600 g/L
KH2PO4 13,3 g/L 13,3 g/L -
Acido Citrico 1,7 g/L 1,7 g/L -
(NH24)2HPO4 4 g/L 4 g/L -
MgSO4_7H.0 1,2 g/L 1,2g/L 20 g/L
Citrato férrico 100,8 mg/L 100,8 mg/L 40 mg/L
CoClz_6H:0 2,5 mg/L 2,5 mg/L 4 mg/L
MnCl2_4H:0 15 mg/L 15 mg/L 23,5 mg/L
CuCl2_2H:0 1,5 mg/L 1,5 mg/L 2,3 mg/L
H3BOs 3 mg/L 3 mg/L 4,7 mg/L
Na:MoO4_2H20 2,1 mg/L 2,1 mg/L 4 mg/L
Zn(CH3COOH),_H.0 33,8 mg/L 33,8 mg/L 16 mg/L
EDTA 14,1 mg/L 14,1 mg/L 13 mg/L
Tiamina 4,5 mg/L 45 mg/L 45 mg/L
Canamicina 50 mg/L 50 mg/L 50 mg/L

O meio minimo M9 agar foi empregado para selecionar as células de E. coli capazes

de crescer em meio minimo (Tabela 7).

Tabela 7. Composi¢do do meio M9-4gar

Nutrientes Concentracao
(g/L)
NaHPO4 6
KH2PO4 3
NH4CI 1
NaCl 0,5
MgSO4 0,24
CaCl> 0,011
Agar 20

4.3 Preparo do lote de trabalho de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-I /rhG-
CSF)

O estoque a -80°C de E. coli carregando pARKAN-I/rhG-CSF, fornecido pelo Dr.
Enéas de Carvalho, foi usado para semear uma placa de LB-agar com antibidticos. A placa foi
incubada a 37 °C por 18 h. Uma das col6nias isoladas foi inoculada em frasco de 300 mL com
30 mL de meio LB suplementado com antibidticos (Silva et al, 2007). A cultura foi incubada
a 37 °C e 250 rpm por 12 h.
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A suspensdo bacteriana foi centrifugada a 4.500 g por 10 min e as células
ressuspendidas em 1/10 do volume com meio LB fresco com antibidticos e 10% de glicerol
(Dos Santos, 2012). A suspensédo bacteriana foi dispensada em tubos com 50 pL ou 200 pL,
que foram usados para inocular diretamente os cultivos em frascos agitados. Os seguintes
ensaios foram realizados para avaliar a qualidade do lote:

e Coloracao de Gram: Para descartar contaminacdo e verificar o estado das células.

e Viabilidade: Foram feitas diluicdes seriadas de 10* até 108 que foram plaqueadas em
LB-4gar, as placas foram incubadas a 37 °C por 16 h e a contagem de coldnias
realizada.

e Estabilidade do plasmideo: Determinada pela proporc¢do de colnias que cresceram em
placas LB-agar com antibidtico em relacdo as que cresceram em LB-agar sem
antibiotico.

e Avaliacdo do volume de in6culo: foram testados 25, 50 e 100 pL de volume do lote de

trabalho para inocular 100 mL de meio 2YT.

4.4 Cultivo em frascos agitados para avaliar estabilidade do plasmideo e sintese do rhG-
CSF em meio complexo 2YT

Aliquotas de 50 pL do lote de trabalho foram transferidas para frascos Erlenmeyers de
500 mL com 100 mL de cada uma das variantes (I, 11, I1l e V) do meio 2YT (Tabela 4).

Tabela 8: Variantes do meio de cultura 2YT utilizados para cultivo de E. coli BL21(DE3)
STAR pLysS (pPARKAN-1/rhG-CSF)

Variante Canamicina Glicose (g/L)
I sim 10
I sim 0
Il néo 10
v nédo 0

Para cada variante de meio, foram semeados trés frascos para posterior inducdo e um
controle ndo induzido. Os frascos foram incubados a 37 °C e 250 rpm. Ao atingir densidade
otica (DO) igual ou maior a 0,6 (Cx > 0,22 g/L), acrescentou-se 1 mM de IPTG para inducdo
da sintese da proteina recombinante, que foi mantida por 8 h. Amostras foram retiradas antes
e a cada duas horas ap6s inducdo para avaliagdo da produgdo do rhG-CSF a estabilidade do

plasmideo.
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4.5 Cultivo em frascos agitados para avaliar estabilidade do plasmideo e sintese do rhG-
CSF em meio complexo de “autoinducio”

Aliquotas de 50 pL do lote de trabalho em LB (item 4.3) foram transferidas para
frascos Erlenmeyers de 500 mL com 100 mL do meio complexo de autoinducéo (Tabela 5),
sem acréscimo de antibiotico. Foram feitos trés experimentos, no primeiro a cultura foi
incubada a 30 °C e 250 rpm sem inducdo com lactose, sendo avaliada apenas a estabilidade
do plasmideo e a curva de crescimento. No segundo, o cultivo foi realizado a 37 °C e 300 rpm
e, quando a cultura atingiu DO maior ou igual a 2,3 (Cx > 0,75 g/L), foi realizada a adi¢do de
5 g/L de lactose para induzir a sintese da proteina (Dos Santos, 2012). Retiraram-se amostras
antes e nas 4 h ap6s a inducdo. O terceiro cultivo foi realizado com lactose presente desde o
inicio, a 37 °C e 300 rpm retirando-se as amostras a cada hora para a curva de crescimento e a
partir das 11 até 16 h para avaliar a sintese de rhG-CSF e a estabilidade do plasmideo.

4.6 Cultivo em frascos agitados para avaliar estabilidade do plasmideo e sintese do rhG-
CSF em meio HDF

A Figura 7 mostra o esquema geral dos experimentos realizados em meio definido

HDF.
IPTG1 mM
/ / DO 1,0 (0,38 g/L)
> - 100 mL
1) | Gren) — &S *)
N——rt =
Crescimento em MM M9 2 dias de gCh: 30mi
incubagdo 36-C, 250rpm \ Lote trabalho Estabilidade do plasmideo
- > —» Viabilidade
50 mL HDF Coloragdo de Gram
100mL
2)
= DO=z0,9 (0,34g/L) 3) < DO =3(=z21,13g/L)
@ Teste de Coldnias Resistentes 0,1 mM IPTG
100pL — 400ml.  Temp 30C
Lote trabalho 30mL 100pL
HDF Lote trabalho
36 C, 250 rpm HDF

100mL
36 C, 250 rpm

Figura 7 Esquema geral dos experimentos feitos para obtencdo do rhG-CSF a partir de E. coli
BL21(DE3) STAR pLysS (pPARKAN-1/rhG-CSF) em meio HDF. 1) cultivo a partir de pré-
inéculo semeado com col6nia isolada em meio M9-agar incubado por 16 h; 2) cultivo
inoculado com lote de trabalho em HDF, para avaliacdo da estabilidade do plasmideo; 3) trés
cultivos inoculados com o estoque em HDF e induzidos com 0,1 mM de IPTG e 30 °C.
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Para o experimento 1, uma alca do lote de trabalho preparado em LB (item 4.3) foi
espalhada em uma placa com meio minimo M9-agar, que foi incubada a 37 °C por
aproximadamente 48 h. Uma das col6nias foi inoculada em 30 mL do meio HDF para
preparar o pré-indculo de um novo cultivo e o lote de trabalho em HDF. O frasco foi incubado
a 37 °C e 250 rpm. Apds aproximadamente 16 h, um frasco com 100 mL de meio fresco foi
inoculado com a cultura do pré-indculo para obter DO inicial de 0,1 (Cx = 0,04 g/L). A
inducdo foi realizada por 4 h com IPTG 1 mM quando a DO atingiu cerca de 1,0 (Cx = 0,38
g/L) e retiraram-se amostras antes e a cada hora apos a inducdo. Outro frasco com 50 mL do
meio foi inoculado com o proprio pré-indculo e incubado novamente por cerca de 8 h para
preparar o lote de trabalho em meio HDF, segundo descrito acima no item 4.3, porém
empregando HDF em lugar de LB para ressuspender as células.

No experimento 2, 100 pL do lote de trabalho em HDF obtido durante o experimento
1, foi semeado diretamente em 30 mL de meio HDF. Quando o cultivo atingiu DO > 0,9 (Cx
>0,34 g/L), foram retiradas amostras durante trés horas para avaliar a estabilidade do
plasmideo.

No experimento 3, trés frascos de 500 mL contendo 100 mL de HDF foram inoculados
diretamente com 100 pL do lote de trabalho em HDF. Quando os cultivos atingiram DO > 3
(Cx>1,13 g/L), foi realizada a inducdo com IPTG 0,1 mM e a temperatura foi diminuida até

30 °C, para avaliar a estabilidade do plasmideo e a producdo do rhG-CSF.

4.7 Cultivos em biorreator

4.7.1 Meio complexo de “autoinducdo”

Dois cultivos foram feitos em um reator de 10 L com meio complexo de autoindugéo
(Tabela 5), sem adicdo de antibiéticos. Em ambos cultivos o volume inicial de meio de cultura
no reator foi de 7 L, inoculados com aproximadamente 100 mL do in6culo obtido com mesmo
meio, porém sem adicdo de lactose, de forma a obter DO inicial de 0,1 (0,038 g/L) no
biorreator. A temperatura foi controlada em 30 °C (Dos Santos, 2012) e o pH em 6,8 pela
adicdo de NH4OH 25%(v/v). A concentracdo de oxigénio dissolvido foi controlada em 30 %
de saturagdo por uma cascata de agitacdo de 150 a 1000 rpm e a vazdo total de gas foi de 1
volume de ar por volume de meio por min (vvm).

Amostras foram retiradas a cada 2 h para determinar DO, fontes de carbono, geragédo
de acetato, producdo de proteina e estabilidade do plasmideo. Atingida a fase estacionéria,



49

todo o volume de cultivo foi coletado e as bactérias foram recuperadas por centrifugacédo

(11.200 g, 15 min a 4 °C). Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi armazenado a -20 °C.

4.7.2 Meio quimicamente definido HDF

Dois cultivos foram feitos em um reator de 10 L com meio HDF, um em modo
batelada e outro em batelada alimentada, com adicdo de canamicina (Tabela 6). Em ambos
cultivos o volume inicial de meio de cultura no reator foi de 6 L, inoculados com
aproximadamente 100 mL do inéculo obtido com mesmo meio, para obter DO inicial de 0,1
(0,038 g/L) no biorreator. A temperatura foi controlada em 30 °C e o pH em 6,8 pela adicéo
de NHsOH 25%(v/v). A concentragdo de oxigénio dissolvido foi controlada em 30% de
saturacdo por uma cascata de agitacdo de 150 a 1000 rpm e a vazao total de gas foi de 1 vwvm.

No cultivo em batelada o crescimento prosseguiu até adicionar-se lactose 20 g/L e
IPTG 0,1 mM para induzir a sintese proteica, mantida durante 4 horas. No cultivo batelada
alimentada, apds a fase de alimentacdo, adicionou-se lactose 20 g/L e IPTG 0,5 mM para
induzir a sintese proteica, mantida durante 5 horas. O IPTG ativa o mecanismo do operon lac
e assim permite a sintese da lac permease e a assimilacdo da lactose na célula. Durante o
cultivo em batelada foi determinada a conversdao do glicerol em biomassa, Y(cx/s) (ver
adiante Equacdo 2). Na batelada alimentada, o meio de alimentacdo (Tabela 6) foi
acrescentado quando se esgotou o glicerol, o que foi determinado pelo aumento abrupto da
concentracdo de oxigénio dissolvido no reator.

Amostras foram retiradas a cada 2 h para determinar DO, fontes de carbono, geragéo
de acetato, producdo de rhG-CSF e estabilidade do plasmideo. Passado o tempo de inducéo,
todo o volume de cultivo foi coletado, 1 L do caldo foi separado para fazer a curva de DO por
massa seca e as bactérias foram recuperadas por centrifugacdo (11.200 g, 15 min a 4 °C).

Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi armazenado a -20 °C.

4.7.3 Determinacdo dos parametros cinéticos

A velocidade especifica de crescimento (1) € a variacdo da concentracdo microbiana
em funcdo do tempo, seu valor maximo é atingido na fase exponencial sendo constante, ou

seja, M=Mmax (Equacéo 1) (Schmidell et al., 2001).



50

n= (1) * acx Equagéo 1
Cx dt
OndeCx é concentracdo celular em um dado tempo e t o tempo de cultivo. Com 0s
valores de DO das amostras retiradas a cada hora durante os cultivos, convertidos a
concentracdo celular (item 4.9.1), foi feito o grafico de In Cx pelo tempo, no qual o
coeficiente angular da reta de regressdo linear obtida € o valor de pmax.
O fator de conversdo do substrato a células expressa a formacdo de biomassa em

funcdo do consumo do substrato, sendo calculado segundo a Equacéo 2:

_ Cx—=Cxo .
YCX/S = m Equacéo 2

Onde Cxo € a concentracdo celular no inicio do cultivo, So € a concentracéo inicial do
substrato, e S concentragdo do substrato em um determinado tempo. Com os dados de
concentracdo de glicerol no meio durante o cultivo foi construido um grafico de concentracéo
de biomassa por glicerol consumido onde o coeficiente angular da reta de regressao linear
obtida é o valor de Ycys.

A vazdo de alimentacdo durante a batelada alimentada foi calculada de acordo com a

Equacéo 3:

vazio (%) = {(L * ,uset) + m} * (V; * CS—’:) * eHser*(t=t) Equacdo 3

Ycx/s

Onde Ycxs € o fator de conversdo de glicerol em biomassa (gcsiulas/Qglicerol consumido), M €
o coeficiente de manutencdo (0,025 Jestulas/Gglicerol consumido-N), Hset € 0 valor de velocidade
especifica (h*!) desejado durante a fase de alimentacéo, Vi e Cyxi, volume e concentracdo do
cultivo na hora que iniciou a alimentacdo, Sf a concentracdo do glicerol no meio de

alimentacdo, t € o tempo em um instante dado e t; 0 tempo no inicio da alimentacao.

4.8 Purificagdo do rhG-CSF a partir da massa bacteriana obtida nos cultivos em
biorreator

Na Figura 8 € apresentado o esquema geral das etapas de purificacdo. Para purificar o
rhG-CSF, aproximadamente 100 g da massa bacteriana umida (pellet) do segundo cultivo com
meio de autoinducdo foi ressuspendida em 1 L do tampéo de lise (Tris 10 mM, NaCl 50 mM,
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pH 8.0, 0,1 % de Triton X-100, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM), utilizando um homogenizador
de pas (CAT Ingenieurbliro, modelo X-520) a 11.000 rpm até desaparecerem 0s grumos. A
lise celular foi realizada a 500 bar durante 8 min de recirculagdo em circuito fechado em um
homogeneizador continuo de alta pressao (APV Gaulin) controlando a temperatura em 14 °C,
mediante o sistema de esfriamento acoplado. O material lisado foi centrifugado (11.200 g, 1 h
a 4 °C) para separar o0 sobrenadante dos ClI, recuperados no precipitado. Logo, foram feitas
quatro lavagens dos ClI, em tampé&o Tris 10 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0, com as concentracgdes
1, 2, 3 e 4 M de ureia, respectivamente. Depois de cada lavagem o produto foi centrifugado a
11.200 g, 30 min a 4°C.

Massa bacteriana

!

Ruptura celular
Gaulin 500 bar, 14<C, 8 min

A 4

Centrifugacdo
11200 g, 30 min a 4°C
» Sobrenadante
Corpo de Inclusdo
Y
[ Lavagem1, 2, 3 e 4 M ureia ]
! » Sobrenadante

vy
[ Solubilizacdo 8M ureia ]

h 4

Métodos de Renaturagao

! | .
Arginina/ Glicerol Glicerol/ Triton/EDTA

[ SP- Sepharose ] [ SP- Sepharose ]

Diafiltracdo
5kDa

[ SP- Sepharose ]

Figura 8 Esquema geral da purificacdo e as alternativas de renaturacdo avaliadas durante o
processo.

Os CI foram solubilizados overnight em 1 L de tamp&o Tris 20 mM, NaCl 50 mM, R-

mercaptoetanol 5 mM, pH 8,0, acrescido de ureia 8 M. Passadas 16 h, a suspensdo foi
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centrifugada a 11.200 g, 2 h a 4 °C, para separar o material insoltvel e recuperar aquele que
ficou soltvel. O sobrenadante (solubilizado) foi dividido em aliquotas para avaliar varios
métodos de renaturacdo, descritos a seguir. Uma vez estabelecido o processo de purificacao,
ele foi também realizado a partir da biomassa bacteriana produzida no cultivo em batelada

alimentada com meio HDF.

4.8.1 Renaturacdo por diafiltracio

Para renaturacdo por diafiltracdo baseou-se no protocolo de Venkata et al. (2008b)
com as seguintes modificacOes: utilizou-se um sistema Labscale TFF (Millipore) com trés
membranas de 5.000 Da de celulose regenerada (Pellicon XLPLCCCS5, Millipore, de 50 cm?
cada uma), 50 mL do solubilizado em ureia 8 M foi lavado a volume constante, com 6
volumes, ou seja, 300 mL de tampéo acetato 20 mM, NaCl 50 mM, pH 4,5 com fluxo de 3,5

mL/min, pressdo de entrada 25 psi e pressdo de saida 15 psi.

4.8.2 Renaturacdo por dialise

Dois experimentos foram realizados mediante a didlise. No primeiro, baseado no
descrito por Gomes et al. (2012), 50 mL do solubilizado em ureia 8 M passou por sucessivas
trocas de tampdo de dialise, nas quais a concentracdo de ureia do tampao acetato 20 mM,
NaCl 50 mM, pH 4,5 foi reduzida em cada troca a metade da anterior, ou seja, 4 M, 2 M, 1 M,
0,5 M, 0,25 M e 0 M. Cada etapa da dialise foi realizada durante pelo menos 4 h, a 4° C sob
agitacédo. Finalizado o procedimento, o dialisado foi centrifugado a 11.200 g 30 min a 4 °C,
conservando o sobrenadante.

No segundo experimento, realizado de maneira similar ao descrito por Zhao et al.
(2014), foram feitas dilui¢Oes seriadas de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 vezes do solubilizado em ureia 8
M, cada diluicdo em volume final de 5 mL. O material diluido foi submetido ao mesmo
procedimento de dialise descrito no primeiro experimento, para avaliar em qual concentracao

proteica se obtém maior percentagem de renaturacao

4.8.3 Renaturacdo por diluicdo direta

Nesse método, avaliaram-se dois tampdes com ou sem arginina: (A) Tris 20 mM,
EDTA 2 mM, Triton X-100 0,1 %, glicerol 10% e arginina 500 mM e (B) Tris 20 mM, EDTA
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2 mM, Triton X-100 0,1 % e glicerol 10%, ambos em pH 8,0. Para o tamp&o com arginina, 50
mL do material solubilizado em ureia 8 M foi gotejado com fluxo de 1 mL/min no tampéo de
renaturacdo, de forma a diluir a proteina e alcangar a concentracdo proteica que resultou em
maior percentagem de renaturacdo (item 4.8.2). Em 1 L do tamp&o sem arginina, diluiram-se
200 mL do solubilizado, nas mesmas condi¢cGes antes descritas para o tampéo com arginina.
Para retirar as proteinas precipitadas durante a renaturacdo, ambos renaturados foram
centrifugados a 11.200 g 30 min a 4 °C, conservando o sobrenadante. A porcentagem de
renaturacdo foi calculada para cada método avaliado segundo a Equacao 4:

VsobxCsob

Vsolub*Csolub) * 100 Equagao 4

% renaturacao = (
Na qual Vsob e Csob sédo, respectivamente, volume (mL) e concentragdo proteica
(mg/mL) do sobrenadante resultante depois de centrifugar o renaturado, enquanto Vsolub e
Csolub séo, respectivamente, volume (mL) e concentracdo proteica (mg/mL) do solubilizado

em ureia 8 M.

4.8.4 Purificacdo em cromatografia de troca catidnica em SP-Sepharose do rhG-CSF
renaturado por didlise e diafiltracdo

O material dos sobrenadantes da renaturacao por dialise e diafiltracdo foi misturado e
filtrado para submeté-lo a cromatografia de troca catidnica em SP-Sepharose (1 ml de leito —
5 cm de comprimento e 0,5 cm de largura, HiTrap FF). A coluna foi previamente equilibrada
com tampdo acetato 20 mM, NaCl 50 mM, pH de 4,5. A amostra com a proteina renaturada
teve seu pH ajustado a 4,5 e a condutividade igual a do tampdo de equilibrio. Ap6s a adsor¢do
da amostra, a coluna foi lavada com tampdo de equilibrio para retirar o material ndo
adsorvido. A eluicdo foi realizada com concentracgdes crescentes de NaCl: 100 mM, 200 mM,
300 mM, 400 mM, 500 mM em tampéo acetato 20 mM pH 4,5.

4.8.5 Purificacdo em cromatografia de troca catidnica em SP-Sepharose do rhG-CSF
renaturado por diluicdo direta no tampdo com arginina

O material renaturado com o tampéo A contendo arginina (item 4.8.3) foi centrifugado
e submetido a cromatografia de troca catiénica em SP-Sepharose (1 ml de leito — 5 cm de
comprimento e 0,5 cm de largura, HiTrap FF). O pH e a condutividade do renaturado foram
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ajustados antes de entrar na coluna de SP-Sepharose. Para eluir o material renaturado foi
usado tampédo Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0. A seguir, 0 material restante ainda
adsorvido a coluna foi eluido com tamp&o Tris 10 mM, NaCl 500 mM, pH 8,0. A limpeza da
coluna foi realizada com seis volumes de NaOH 0,1 M.

4.8.7 Purificacdo em cromatografia de troca catidnica em SP-Sepharose do rhG-CSF
renaturado por diluicdo direta em tamp&o sem arginina

O material centrifugado ap0s renaturacdo com o tampdo sem arginina (item 4.8.3) foi
dividido em volumes iguais, os quais foram ajustados a pH 4,5; 4,7; 5,0; 5,2 e 5,5. Depois de
repouso overnight a 4 °C, as aliquotas foram centrifugadas e filtradas antes de ajustar a
condutividade igual a do tampao de equilibrio. As solugdes foram submetidas a cromatografia
de troca catidnica em SP-Sepharose (10 ml de leito — 10 cm de comprimento e 1,5 cm de
largura). A coluna foi previamente equilibrada com tampé&o acetato 20 mM, NaCl 50 mM, pH
de 4,5; 4,7; 5,0; 5,2 e 5,5. Ap6s a adsorcdo da amostra, a coluna foi lavada com tampéo de
equilibrio para retirar o material ndo adsorvido. A elui¢éo foi realizada com 100 mM de NaCl
em tampéao acetato 20 mM (pH 5,0) e tampéo fosfato (pH 6,0; 7,0; 8,0). A seguir, o material
restante ainda adsorvido a coluna foi eluido com tampéao Tris 10 mM, NaCl 500 mM com o
pH correspondente. A limpeza da coluna foi realizada com seis volumes de NaOH 0,1 M.
Foram utilizados 10 volumes de coluna de cada tampdao, se coletaram fracdes de 10 mL para

cada eluicdo e todas as operagdes foram realizadas com fluxo de 5 mL/min.

4.9 Métodos analiticos

4.9.1 Determinacdo da concentracdo celular

O crescimento da bactéria foi acompanhado pela DO a 600nm determinada no
espectrofotobmetro HITACHI U-5100, com diluicdo adequada da cultura em solucdo salina
estéril. Além disso, os valores de DO foram convertidos em concentragdo celular empregando
o coeficiente angular da curva de DO pela massa seca em que DO = 1,0 equivale a 0,38 g/L de
biomassa celular seca.

Para construcdo da curva de correlagdo entre DO e massa seca, 1 L da suspenséo
celular obtida em reator (item 4.7.2) foi inativado com formalina a 2%(v/v) por 18 h a

temperatura ambiente. A suspensdo inativada foi centrifugada (11.200 g, 15 mina4°C) e o
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pellet ressuspendido em solucdo salina. A partir da suspensdo concentrada foram obtidas 10
suspensdes com diferentes DO de 3,85 a 38,5, que foram distribuidas em duplicata em tubos
de centrifuga secos previamente em estufa e pesados. Apos centrifugacdo (11.200 g, 15 min a
4 °C), o pellet bacteriano de cada tubo foi seco em estufa a 60° C até massa constante. Os

valores obtidos foram empregados para construcdo da curva.

4.9.2 Determinacdo do pH

No final de cada cultivo em frasco, centrifugaram-se 40 ml (8.500 g, 10 min) para
determinar o pH do sobrenadante. Nos cultivos realizados em biorreator, o pH foi monitorado

e controlado pelo software MCFS.

4.9.3 Determinacao da estabilidade do plasmideo

Tomaram-se amostras de 100 pL do cultivo, antes e apds inducgdo, que foram diluidas
até 10° e 10° e semeadas em placas de LB-agar sem antibiético. As placas foram incubadas a
37 °C por pelo menos 16 h. Para cada amostra, 70 colonias foram repicadas em meio LB-agar
sem e com antibidtico. As novas placas foram incubadas a 37 °C por pelo menos 18 h. A
retencdo do plasmideo (colbnias resistentes) foi calculada como a proporcao de colbnias que
cresceram no meio com antibiético em relacdo ao total de col6nias que cresceram no meio

sem antibiotico.

4.9.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para andlise da sintese proteica por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sdédio (SDS-PAGE na sigla em inglés), amostras de 1 mL retiradas dos cultivos
foram centrifugadas a 14.000 g por 5 min, o pellet foi armazenado e o sobrenadante
descartado. Os pellets foram ressuspendidos em 150 uL de tampdo de amostra para SDS-
PAGE 4 vezes concentrado (T.A.4x) ou dissolvidos em ureia 8 M antes do acréscimo do
T.A.4x, ajustando-se a DO para 10 (3,76 g/L) em ambos casos. As amostras foram aplicadas
em gel de poliacrilamida a 15% ap0s aquecimento a 95 °C durante 5 min. A separacdo foi

realizada a 110 V por 2 h e os géis corados com Coomassie Blue R-250.
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Todas as amostras obtidas durante as etapas de purificacdo também foram submetidas
a SDS-PAGE para determinar em qual fracdo se encontrava o rhG-CSF assim como o grau de

pureza. Para isso foram aplicadas 15 pg de proteina em cada canaleta do gel.

4.9.5 ldentificacdo do rhG-CSF por Western Blotting

Amostras de alguns cultivos e fragbes da purificacdo, depois de serem submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. A membrana foi corada com Ponceau S para visualizar e marcar a posi¢cdo das
bandas. A seguir, 0 Ponceau S foi lavado com (PBS) contendo 0,1%(v/v) Tween 20 (PBS-T)
e a membrana foi bloqueada com leite desnatado a 10%(m/v) dissolvido em PBS-T, a 4° C,
durante uma hora e meia. Depois do blogueio, foram feitas duas incubacGes de 90 min sob
agitacdo em temperatura ambiente: a primeira com anticorpo primario obtido da imunizacao
de camundongos com rhG-CSF (Gomes et al, 2012), e a segunda com anticorpo secundario
especifico conjugado: soro anti-lIgG de camundongo conjugado com peroxidase. A membrana
foi lavada por trés vezes com PBS-T (10 min cada lavagem), revelada com um substrato
quimioluminescente (ECL®, GE Healthcare) e a imagem obtida no fotodocumentador “Image
Quant LAS 4000”.

4.9.6 Determinacao da pureza do rhG-CSF por densitometria

A pureza da proteina foi quantificada por densitometria das bandas de SDS-PAGE,
empregando o densitdbmetro BioRad GS-800 e o software Quantity One 4.6.3 (BioRad) ou o
programa Image J.

A porcentagem relativa, ou pureza, da banda do rhG-CSF foi calculada pela Equacgéo

intensidade banda rhG—CSF X100

% relativa rhG—CSF =
% Y.intensidade todas as bandas da canaleta

Equacéo 5

A producéo especifica do rhG-CSF foi calculada pela Equagéo 6.

intensidade banda rhG—CSF x Cx cultivo
Cx ajustada (3,76 g/L)

producido especifica rhG—CSF= Equacdo 6
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4.9.7 Determinacdo da concentracdo das fontes de carbono e da formacdo de acetato nos
cultivos em biorreator

As analises das concentracbes de glicerol, glicose e lactose nas amostras dos
sobrenadantes dos cultivos com meio de autoinducdo e HDF em biorreator foram realizadas
em cromatografia liquida de alta resolugéo (HPLC, Dionex Ultimate 3000 RS Autosampler),
utilizando a coluna Aminex HPX87H (Biorad) e solu¢do de H,SO4 5 mM como fase mdvel,
com uma vazéo de 0,6 mL/min, a 60 °C. As amostras foram diluidas 10 vezes em H>SO4 25
mM e filtradas por 0,45 pm antes da aplicacdo a coluna. As fontes de carbono foram
detectadas mediante o indice de refracdo (IR) e o acetato pela absorbancia em detector UV a
210 nm.

4.9.8 Quantificacdo da concentracdo proteica pelo método do &cido bicinconinico

A quantificacdo da concentracdo proteica foi realizada empregando-se o Kit do ensaio
colorimétrico do &cido bicinconinico (BCA, Novagen). Albumina do soro bovino (BSA) foi
usada como padrdo nas concentraces de 5 a 250 pug/mL. A concentragdo de rhG-CSF foi
estimada pela Equacéo 7.

% relativa de rhG—CSF xconcentracgido proteica
100

Equacéo 7

concentracio de rhG—CSF=

4.9.9 Dicroismo circular

Este método permite analisar a estrutura secundaria das proteinas. Para analise do rhG-
CSF purificado foi empregado o espectropolarimetro JASCO J-810. As medigbes se
realizaram nos comprimentos de onda entre 190 e 260 nm, a cada 0,5 nm e um caminho
Optico de 0,01 cm, com a proteina rhG-CSF purificada a uma concentracéo de 0,3 mg/ml em
tampao fosfato 10 mM pH 7,4.

4.10 Ensaio da atividade biolégica do rhG-CSF

Avaliou-se a atividade biologica do rhG-CSF purificado mediante um estudo in vivo.
Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo Etica do Uso de Animais e realizados
de acordo com as normas da Lei n° 11.794 do Decreto 6.899 (protocolo CEUAIB n° 853/11).
Foram utilizados 32 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, separados em 4 grupos de 8
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animais cada (Tabela 9). Durante cinco dias, os camundongos receberam pela via
intraperitoneal (ip) doses das seguintes substancias: tampdo fosfato, rhG-CSF de referéncia
(Granulokine, Filgrastim da Roche) e rhG-CSF purificado. Desse modo, 0s grupos

experimentais foram divididos em:

Grupo 1: controle positivo, animais que receberam diariamente 100 yuL de tampéo fosfato 10
mM pH 7,4 estéril;

Grupo 2: controle negativo, animais em que foi induzida neutropenia com 100 pL (4,5 pg) de
ciclofosfamida (Sigma) por via ip no primeiro dia e nos 4 dias posteriores 0s animais

receberam 100 pL de tampé&o fosfato 10 mM pH 7,4 estéril;

Grupo 3: animais em que foi induzida neutropenia com 100 pL (4,5 ug) de ciclofosfamida
(Sigma) no primeiro dia e nos 4 dias posteriores 0s animais receberam 100 pL de amostra
contendo 1,5 pg de rhG-CSF purificado dissolvidos em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 estéril;

Grupo 4: animais em que foi induzida neutropenia com 100 pL (4,5 ug) de ciclofosfamida
(Sigma) no primeiro dia e nos 4 dias posteriores 0s animais receberam 100 pL de amostra
contendo 1,5 pg de Granulokine dissolvidos em tampéo fosfato 10 mM pH 7,4 estéril.

No sexto dia, as amostras sanguineas foram obtidas a partir da puncéo do plexo axilar
dos camundongos, previamente anestesiados com xilazina (10 mg/Kg de peso, Rompun ®,
Bayer HealthCare animal Health, Leverkusen, Alemanha) e cetamina (100 mg/Kg de peso,
Ketamina ®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil). O sangue foi coletado com pipetas de
transferéncia e colocado em tubos Eppendorf, contendo EDTA (sal potassico do acido etileno
diaminotetracético) a 10%(m/v), na propor¢do de 50 pL/mL de sangue total, para a realizagédo
do hemograma e da extensdo sanguinea nas laminas, posteriormente coradas com corante
May-Grunwald-Giemsa modificado por Rosenfeld. Apds a coleta do sangue, 0s animais
foram eutanasiados. Esta parte do experimento foi realizada no laboratério de Hematologia da

Faculdade de Farmacia sobre a superviséo da Profa. Primavera Borelli e Edson Makiyama.
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Tabela 9: Esquema de administracdo usado no ensaio in vivo para avaliacdo da atividade

bioldgica do rhGCSF purificado

Grupos Dial Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5
1. Controle positivo fosfato fosfato fosfato fosfato fosfato
2. Controle negativo ciclofosfamida fosfato fosfato fosfato fosfato
3. rhG-CSF purificado  ciclofosfamida rhG-CSF rhG-CSF rhG-CSF rhG-CSF
4. Granulokine ciclofosfamida  Granulokine  Granulokine  Granulokine  Granulokine

Para a analise da atividade bioldgica, primeiro foi realizada em duplicata a
quantificacdo das células do sangue no equipamento ABC Vet (ABX Diagnostics, Horiba,
Kyoto, Japdo) e depois a contagem diferencial ao microscépio das células brancas (WCB) nas
laminas coradas. Para realizar a analise estatistica dos dados foi empregado o programa
GraphPad Prism 5, utilizando os testes D"Agostino and Pearson Omnibus Normality e
Kolmogorov-Smirvov para verificar se a distribuicdo do dados era normal. Para os dados com
distribuicdo normal, os grupos foram comparados por One Way Anova Compares e Teste
Dummet. Para os dados cuja distribuicdo ndo foi normal, os grupos também foram
comparados por One Way Anova Compares, porém o Teste Dums All Pains (ndo
paramétrico) foi aplicado. Em ambos os casos, as diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacéo do lote de trabalho em meio LB

Os resultados da Tabela 10 mostram que o lote de trabalho obtido em meio complexo
LB apresentou étima viabilidade e estabilidade plasmidial de 100 %, assim como morfologia
caracteristica das bactérias segundo a coloracdo de Gram. Portanto, o lote de trabalho
produzido nesse meio foi considerado adequado para ser usado nos cultivos dessa bactéria

para producédo do rhG-CSF.

Tabela 10: Avaliagdo do lote de trabalho de E. coli BL21(DE3) STAR pLys S (P ARKAN-
I/rhG-CSF) armazenado em meio LB-Kan/Clo

Ensaio Resultado
Estabilidade do 100 %
plasmideo
Viabilidade 2 x 10 ° UFC/mL

Coloracédo de Gram Bactérias integras com aspecto de coco-
bacilo e alguns filamentos alongados

A analise do volume do lote de trabalho necessario para inocular diretamente 100 mL
de meio de cultura pode ser observada na Figura 8. A diferenca entre eles para atingir a DO
adequada para indugdo, ou seja, DO > 1,0 (> 0, 38 g/L), foi de apenas uma hora; assim
resolvemos usar 50 pL para inocular diretamente os cultivos em frascos agitados, de forma a

atingir a DO desejada em cerca de 4 h de cultivo e minimizar o uso do estoque congelado.
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Figura 9 Curvas de crescimento da avaliagdo do volume do lote de trabalho (25, 50 ¢ 100 pL)
de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pPARKAN-1/rhG-CSF) para inocular diretamente 100 mL
de meio para cultivos em frascos agitados

5.2 Cultivos em frascos agitados em meio complexo 2YT

Para avaliar as condi¢fes de producdo de rhG-CSF em E. coli BL21(DE3) STAR
pLysS com o novo vetor pARKAN-I/rhG-CSF, foram feitos cultivos em meio 2YT, com e
sem antibiotico, com e sem glicose (Figura 10). Os cultivos foram induzidos com IPTG 1 mM
quando a DO atingiu valores > 0,6 (> 0,22 g/L). As amostras retiradas antes e a cada duas
horas ap6s inducdo foram submetidas a eletroforese e Western Blotting. A DO inicial de todos
os cultivos foi de aproximadamente 0,2 (0,075 g/L). Ao final, a DO dos cultivos com e sem
glicose, em média, foram de 3,98 (1,50 g/L) e 7,0 (2,63 g/L), respectivamente. Ndo houve
diferencas entre a concentragédo celular dos frascos induzidos e ndo induzidos em meio sem
glicose (Figura 10A), mas foi observada uma pequena diferenca na presenca de glicose
(Figura 10B).
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Figura 10 Curvas de crescimento do cultivo de E. coli BL21(DE3) Star pLysS (pARKAN-
rhG-CSF). Culturas induzidas (linha tracejada) e ndo induzidas (linha sélida) em meio 2YT,
com antibidtico: (A) sem glicose (B) com glicose. As flechas indicam o momento da adigdo
de IPTG 1 mM. Média e desvio de 3 experimentos independentes.

Quando comparadas as curvas de crescimento obtidas nos quatro tipos de cultivos
induzidos feitos em meio 2YT (Figura 11), pode-se observar que os meios sem glicose (com
antibiotico ou ndo) mostraram um crescimento mais lento, porém tiveram uma fase
exponencial prolongada. Esses cultivos alcangaram concentragdes celulares maiores do que
aqueles com glicose, onde o crescimento foi mais rapido, porém atingiram a fase estacionéria
mais cedo. Esse resultado corrobora o fato de que quando a glicose é usada como fonte de
carbono (variantes | e Il1), a sua rapida assimila¢do traz como consequéncia a formacédo de
acetato e portanto diminuicdo do pH, provocando a inibicdo do crescimento bacteriano
(Kilikian et al., 2000).
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Figura 11 Curvas de crescimento de E. coli BL21(DE3) Star pLysS (pARKAN-rhG-CSF) em
meio 2YT: | com antibidtico e glicose; Il com antibi6tico sem glicose; 111 sem antibiotico e
com glicose; IV sem antibiético e sem glicose. Médias e desvio de 3 experimentos
independentes. A seta indica 0 momento da adi¢do de IPTG 1mM.

Na Tabela 11 podem ser observados os valores das médias dos parametros avaliados
durante o cultivo. Coincidindo com o observado na Figura 11, dentre os cultivos com
antibiotico, aguele com acréscimo de glicose promoveu crescimento mais rapido das
bactérias, (Umax = 1,21 h'!) do que aquele sem glicose (Umax = 1,02 h'l). Estes valores sdo
novamente consequéncia da presencia ou ndo da glicose no meio (ver pardgrafo anterior). Nos
meios sem antibidtico as velocidades méximas de crescimento foram similares em ambos 0s

cultivos: pmax = 1,20 h't (sem glicose) e pmax = 1,24 ht (com glicose).

Tabela 11: Média dos parametros avaliados durante o cultivo de E. coli BL21(DE3) Star
pLysS (PARKAN-rhG-CSF) em meio 2YT, com e sem antibidtico e com e sem glicose

Cultivo  Antibiético Glicose pmax (h!) biomassa final (g/L)  pH

I X X 1,21 1,36 4,95
I X 1,02 2,44 7,68
i X 1,24 1,31 4,61
v 1,20 2,56 7,91

O meio com antibiotico e sem glicose teve o crescimento mais lento (cultivo I, Tabela
11), resultado explicado pela auséncia da fonte de carbono, que é metabolizada para gerar

energia (Novagen, 2006), e pela ativacdo dos genes de resisténcia a antibidticos na presenca
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de Kan e Clo. Devido a isto, a célula bacteriana precisou disponibilizar energia metabolica
para seu crescimento, para a sintese do rhG-CSF e para a sintese das proteinas responsaveis
pela resisténcia ao antibiotico, criando um estresse metabolico adicional (Goyal et al., 2009).
Em geral a média dos valores de pH dos sobrenadantes no final dos cultivos foi 7,79
para 0s meios sem glicose e 4,78 com glicose (Tabela 11), nos quais atingiu-se mais
rapidamente a fase estacionaria. O acido acético é o principal metabolito da via fermentativa
em E. coli, formado mais rapidamente a partir da glicose. Também é um inibidor do
crescimento bacteriano e da sintese de proteina heterdloga, sendo a causa do pH final &cido
nos cultivos com glicose. O acumulo de &cido acético é o fendmeno mais pronunciado em

meios de cultivo complexos com extrato de levedura na sua composic¢édo (Vaz, 2008).

5.2.1 Estabilidade do plasmideo

A percentagem de coldnias resistentes aos antibidticos nas amostras retiradas durante
os cultivos em meio 2YT foi calculada pela proporcdo de colonias que cresceram no meio
com antibidtico em relacdo as que cresceram no meio sem antibiotico. O valor médio foi
100% de colbnias resistentes em todas as amostras retiradas dos quatro cultivos, exceto
naquele sem antibidtico e sem glicose (cultivo 1V), nos quais 6 h e 8 h apo6s a inducdo as

percentagens médias foram 97,5% e 94,1%, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12 Estabilidade do plasmideo pARKAN-I/rhG-CSF calculada antes e apds indugéo
dos cultivos de E. coli Star BL21(DE3) pLysS em meio 2YT: I) com antibidtico e glicose; 1)
com antibidtico sem glicose; 111) sem antibidtico e com glicose; 1) sem antibiotico e glicose.
Médias e desvio de 3 experimentos independentes.

Estes resultados mostram que o plasmideo pARKAN-I/rhG-CSF é altamente estavel

mesmo sem 0 acréscimo de antibidtico no meio de cultura. Esse resultado confirma mais uma
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vez o papel da sequéncia pAR na estabilidade do plasmideo durante a divisao celular (Gerdes
and Molin, 1986; Li et al., 2004; Liu et el., 2005; Ptacin et al., 2010).

5.2.2 Western Blotting

Para avaliar se o rhG-CSF foi produzido nos cultivos com meio 2YT, foi realizado
Western Blotting das amostras retiradas antes e depois da inducdo. Na Figura 13 pode-se
notar a banda do rhG-CSF nas amostras induzidas na altura da banda do controle positivo
utilizado (rhG-CSF produzido em E. coli por Gomes et al., 2012). Esse resultado confirma
que o rhG-CSF foi produzido por E. coli carregando o vetor pARKAN-I/rhG-CSF, em
presenca ou ndo de antibiotico.

1 2 3 4 5

a ¥ - hGCSF

Figura 13 Western Blotting das amostras do cultivo de E. coli BL21(DE3) STAR pLys S
(pPARKAN-I/rhG-CSF) em meio 2YT com (canaletas 1 e 2) ou sem antibiético (canaletas 3 e
4), antes (canaletas 1 e 3) e ap6s 4 h de inducédo (canaletas 2 e 4); (5) rhG-CSF purificada
como controle positivo.

Este resultado, aliado a alta percentagem de col6nias resistentes desses cultivos,
levanta a possibilidade de eliminar o uso da canamicina no meio de cultura, o que tornaria

mais barato o procedimento de obtencdo do rhG-CSF.

5.2.3 Ensaio de solubilidade das amostras para eletroforese

Uma vez que o rhG-CSF foi produzido na forma insollvel, as amostras do pellet
bacteriano foram ressuspendidas diretamente em tampdo de amostra para eletroforese, ou
solubilizadas em ureia 8 M, para avaliar se haveria diferenca na intensidade das bandas em
SDS-PAGE. Observe-se na Figura 14 que a banda da proteina, na altura dos 18,8 kDa, do
pellet dissolvido em ureia 8 M € bem mais intensa e tem maior percentagem relativa que a

banda correspondente a amostra do pellet ressuspendido no tampéo da amostra.
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Figura 14 SDS-PAGE (gel 15 %) corado com azul de Coomassie das amostras do cultivo de
E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pPARKAN-1/rhG-CSF) em meio 2YT com antibidtico as 4
h de inducdo, dissolvidas em: (2) ureia 8 M e (3) tampao da amostra; (1) padrdo de peso
molecular.

A partir deste resultado, as amostras dos cultivos para realizacdo de eletroforeses
passaram a ser dissolvidas em ureia 8 M, ajustando-se o volume para obter o equivalente a
DO igual a 10 (3,76 g/L).

5.2.4 Avaliacdo da producdo de rhG-CSF com o vetor pARKAN-I por SDS- PAGE

Na Figura 15, observa-se nas canaletas das amostras induzidas nos quatro meios
avaliados (A com antibidtico e B sem antibidtico), a banda do rhG-CSF com peso molecular
equivalente a 18,8 kDa entre as bandas de 20 kDa e 14,4 kDa do padrdo de massa molecular.
Essas bandas ndo apareceram nas amostras tomadas antes da inducdo, embora pareca ter
havido um pequeno escape antes da indugdo, o qual foi mais controlado na presenca de

glicose.
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Figura 15 SDS-PAGE (géis 15 %) corados com azul de Coomassie das amostras do cultivo

de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-I/rhG-CSF) em meio 2YT para produgido de

rhG-CSF com (A) e sem (B) antibioticos. (1) padrao de peso molecular, (2-6) sem glicose; (7-

11) com glicose. (2 e 7) amostras ndo induzidas; (3 e 8) 2 h indu¢do; (4 ¢ 9) 4 h inducado; (5 e
10) 6 h inducao; (6 e 11) 8 h indugdo.

Lembre-se que a glicose tem a capacidade de diminuir o nivel basal da sintese da
proteina alvo, atuando diretamente sobre o promotor Lac UV5 que regula a sintese da T7
RNA polimerase (pET User Manual, 2014); fendbmeno denominado repressdo catabolica
(Champe et al., 2009). Isso poderia justificar que nos cultivos com antibiotico sem glicose (I1)
0 crescimento seja mais lento (Figura 11), porque parte da energia metabolica poderia estar
sendo usada para produzir pequenas quantidades de proteina na auséncia do IPTG. Porém, no
resultado do Western Blotting (Figura 13), nas amostras ndo induzidas ndo aparece banda na
altura do controle positivo, entdo a banda de pequena intensidade com altura similar a do rhG-
CSF observada em amostras ndo induzidas no SDS-PAGE, provavelmente seja uma proteina
nativa de E. coli com peso molecular semelhante ao do rhG-CSF.

Pode-se observar também que as bandas das amostras dos cultivos sem glicose foram
levemente mais intensas do que as bandas correspondentes as amostras do cultivo com glicose
(Figura 15). Em auséncia de glicose, como ja foi explicado, ha maior probabilidade de que o
crescimento bacteriano continue ocorrendo porque ndo ha inibicdo por acetato, mesmo que
seja mais lentamente, e a proteina continue sendo produzida, dai as bandas mais intensas no

meio sem glicose.



68

5.2.4.1. Percentagem relativa da banda do rhG-CSF.

Os valores de percentagem relativa determinados por densitometria das bandas das
amostras dos geéis da Figura 15 sdo mostrados no grafico da Figura 16. Dado que a DO foi
ajustada para 10 (3,76 g/L) na ressuspensdo dos pellets bacterianos em ureia 8 M, a
percentagem relativa por massa celular manteve-se praticamente constante apos 2 h de
inducdo em todos os cultivos. Em cada um dos cultivos antes da inducéo (0 h) a quantidade
relativa da proteina foi extremamente baixa, o0 que esta de acordo com o resultado do SDS-
PAGE (Figura 15).

10 | | I I |vI )
© 30 | III {I III
2 i
v 20 -
S

10 -

O &= L kL

oh 2h 4h 6h 8h

t(h)

Figura 16 Percentagem relativa da banda de rhG-CSF em relacdo a soma da intensidade das
outras bandas de proteinas em SDS-PAGE, nas amostras ndo induzidas e induzidas de E. coli
Star BL21(DE3) pLysS em meio 2YT: I) com antibiético e glicose; Il) com antibidtico sem
glicose; I11) sem antibi6tico e com glicose; 1V) sem antibiotico e sem glicose. Médias e desvio
de 3 experimentos independentes

Considerando as barras de erros, ndo houve diferencas importantes na producdo do
rhG-CSF entre os quatro tipos de cultivo. Portanto, 0 emprego de antibi6tico e glicose nédo

influenciou o valor de percentagem relativa da proteina durante o cultivo.

5.2.4.2. Producéo especifica do rhG-CSF

Quando a intensidade da banda foi calculada em funcdo da concentracdo celular do
cultivo, e considerando as barras de erros, foram observadas diferengas na produgéo do rhG-
CSF entre os cultivos sem glicose e com glicose. Similar a analise de porcentagem relativa,
em todos os cultivos antes da inducdo (0 h) ndo houve produgdo ou escape da proteina,
concordando também com o resultado do Western Blotting (Figura 13). Ocorreu o aumento
paulatino da producdo de proteina das 2 h de inducéo até o final nos cultivos sem glicose (Il e
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IV, Figura 17), paralelamente com o aumento da concentracédo celular (Figura 11). Entretanto,
nos cultivos com glicose (I e 11, Figura 17) a producédo especifica foi similar entre 2 h e 8 h
de inducdo, provavelmente porque a concentracdo celular manteve-se praticamente constante
apos 2 h de inducdo (Figura 11). Coincidindo com esses resultados, as bandas dos cultivos
sem glicose (Figura 15) foram mais intensas que aquelas dos cultivos com glicose no meio.
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Figura 17 Producdo especifica do rhG-CSF dada pela intensidade das bandas em SDS-PAGE
pela DO do cultivo nas amostras induzidas e ndo induzidas de E. coli Star BL21(DE3) pLysS
em meio 2YT: | com antibiotico e glicose; 11 com antibidtico sem glicose; 111 sem antibiotico
e com glicose; IV sem antibidtico e sem glicose. Médias e desvio de 3 experimentos
independentes.

Kilikian et al. (2000) destacaram a concentracao de glicose como um dos fatores chave
para a formacdo de &cido acético, o qual torna o pH &cido, e tende a inibir o crescimento
bacteriano, levando, provavelmente, os cultivos | e Il a atingirem mais rapido a fase
estacionaria. Consequentemente, a producao especifica de proteina foi praticamente constante
apos o término da fase de crescimento da bactéria.

Vaz et al. (2008) observaram o efeito do extrato de levedura sobre a cinética de
crescimento de E. coli BL21 recombinante e o acumulo do &cido acético com efeito inibidor
do crescimento celular e da expressdo da proteina. Nesse estudo o pH alcalino foi considerado
mais apropriado por neutralizar os acidos gerados pelo metabolismo de E. coli. Nossos
resultados obtidos com meio de cultura 2YT sem adi¢édo de glicose corroboram a observacéo
de Vaz et al (2008), mas € importante ressaltar aqui que essas observacoes sao validas para 0s
cultivos em frascos agitados apenas, onde ndo ha controle nem do pH nem da concentragdo de
oxigénio dissolvido durante o crescimento.

Segundo Goyal et al (2009) a presenca de antibidtico no meio produz estresse
adicional pela produgéo da proteina inativadora do antibidtico. Assim, aqueles cultivos com
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antibiotico no meio produziram menos rhG-CSF, porém a estabilidade foi alta. O cultivo
realizado em meio de cultura sem antibiotico e sem glicose (IV) teve a maior producédo
especifica da proteina e maior densidade celular, coincidindo com ter a percentagem mais
baixa de colbnias resistentes (97% em 6 h e 95% em 8 h, Figura 12). Esse resultado corrobora
que nos cultivos de bactérias recombinantes sdo necessarias altas concentracfes celulares,
pois a sintese de proteina heterdloga esta associada ao consumo de parte da energia disponivel
para o crescimento e manutencdo da bactéria (Dos Santos, 2012). Na auséncia de antibidtico,
as células bacterianas ndo usam energia metabolica para sintetizar as proteinas que inativam
0s antibidticos, por isso hd maior energia disponivel para sintese da proteina alvo, porém é
mais provavel a perda do plasmideo.

Nesses cultivos com 2YT, a construcdo E. coli BL21(DE3) STAR pLysS transformada
com o plasmideo pARKAN-I/rhG-CSF confirma os resultados da literatura sobre a elevada
estabilidade que a sequéncia pAR confere aos plasmideos (Chang et al., 1987;Lawley and
Taylor, 2003; Lui et al., 2005). Em nossos experimentos a alta estabilidade foi verificada
mesmo sem acréscimo de antibiotico, ai cabe a possibilidade de realizar os proximos cultivos
sem adicdo destes compostos, 0 que levaria a reducdo do custo de producdo. Também poder-
se-ia considerar interromper os cultivos apds 4 h ou 6 h de indu¢do, poupando tempo. Além
da alta estabilidade, a construcdo permitiu a producao de rhG-CSF em pequena escala, entdo a

construcdo é uma boa candidata para produzir a proteina em larga escala.

5.3 Cultivos em frascos em meio complexo de autoinducéo

O meio 2YT, apesar dos resultados favoraveis obtidos, contém triptona, componente
de origem animal que traz o risco de contaminacdo com prions, € ndo é um bom meio para
biorreator na auséncia de glicose, pelo fato de ndo ser tamponado e de ndo conter sais, ndo
permitindo assim alcancar altas densidades celulares em biorreatores. Diante disso, avaliamos
uma variante de meio complexo de autoinducao (Studier et al., 2005) proposta por Dos Santos
(2012), que substitui a triptona por phytone (componente de origem vegetal) e que usa lactose
para inducdo, aproveitando suas vantagens frente ao IPTG. Nesse meio sdo adicionadas trés
fontes de carbono: glicose, glicerol e lactose. Quando a glicose se esgota, deixa de exercer a
repressdo catabdlica sobre o operon lac, ao mesmo tempo o glicerol passa a ser consumido
como fonte de carbono principal, para que entdo se inicie 0 consumo da lactose, que atua

também como indutor. Esse meio foi usado anteriormente com sucesso pela equipe do
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Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (Dos Santos,
2012; da Silva et al., 2013; Velez et al., 2014; Campani et al. 2016).

Inicialmente 0 meio de autoinducdo contendo phytone foi avaliado em frascos
agitados. Como descrito em Materiais e Métodos (item 4.5), obtiveram-se dois cultivos
induzidos e outro ndo induzido para avaliar as curvas de crescimento, estabilidade do
plasmideo e a producéo de rhG-CSF em meio de autoindugdo. Um dos cultivos foi induzido
quando alcangou DO 2,3 (0,86 g/L), adicionando-se um pulso de 5 g/L de lactose e se
retiraram amostras antes e 4 h apés a adicdo. No outro cultivo induzido (triplicata) a mesma
quantidade de lactose foi acrescentada desde o inicio do experimento. Veja-se na Figura 18 o
comportamento das curvas de crescimento dos cultivos induzidos e aquele ndo induzido em

meio de autoinducéo.
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Figura 18 Curvas de crescimento dos cultivos em frascos de E. coli BL21(DE3) STAR
pLysS (pPARKAN-1/rhG-CSF) em meio de autoindugdo. Em amarelo (NI): meio sem
acréscimo de lactose; cinza: meio com pulso de 5 g/L de lactose; azul: meio com lactose
desde o inicio, meia e desvio de trés experimentos independentes. A seta indica 0 momento da
adicdo de lactose.

Os cultivos ndo induzido e aquele com pulso de lactose mostraram valores similares
de pmax € pH (Tabela 12). O cultivo induzido com lactose desde o inicio teve concentragdes
celulares e pumax maiores (Tabela 12), supomos que devido a maior concentragdo de fontes de
carbono e ao maior tempo de crescimento. O cultivo ndo induzido teve o menor valor de
biomassa pela auséncia de lactose no meio, ou seja, ndo havia fonte de carbono disponivel

para o crescimento celular quando se esgotaram a glicose e o glicerol. Em todos os cultivos
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com o0 meio de autoinducdo, a percentagem de coldnias resistentes foi 100% antes a apds
inducéo.

Tabela 12 Parametros determinados durante o cultivo em frascos de E. coli BL21(DE3) Star
pLysS (pPARKAN-rhG-CSF) em meio complexo de autoinducdo, com pulso de lactose,
lactose desde o inicio do cultivo e sem adicdo de lactose

Biomassa seca

Cultivo Mmax (h™1) pH

(g/L)
Sem lactose 0,75 2,34 6,74
Com pulso de
0,79 2,35 6,94
lactose
Lactose desde
1,14 3,66 6,63

inicio

Na Figura 19 é mostrado o resultado do Western Blotting (A) e do SDS-PAGE (B) do
cultivo induzido com pulso de lactose. Identificou-se a banda do rhG-CSF a altura do controle
positivo (18,8 kDa), sendo mais intensas aquelas apés 3 h e 4 h de inducdo, além de uma
banda fraca na segunda hora de inducéo. Isso coincide com as percentagens relativas 2,34%,
6,02% e 6,79% obtidas para as bandas das amostras de 2, 3 e 4 h, respectivamente, depois da
inducdo e auséncia de rhG-CSF na primeira hora, o que indica que a sintese proteica comegou

duas horas apds da adicédo de lactose.
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Figura 19 SDS-PAGE (A) e Western Blotting (B) das amostras dos cultivos em frascos de E.
coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-1/rhG-CSF) em meio de autoinducdo com pulso de
lactose. A: P) padrdo de massa molecular; 1) ndo induzida; 2-5) amostras das 1, 2, 3, 4 h
depois de adicionar a lactose. B: 1) controle positivo rhG-CSF purificado (2-5) 4, 3, 2e 1 h
apos a inducao.
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Quanto ao cultivo com lactose no meio de cultura desde o inicio do processo,
retiraram-se as amostras para analise de estabilidade e sintese de proteina de 11 h até 16 h do
cultivo. Observe-se a banda da proteina nas amostras homeadas, tanto no Western como no
gel de SDS-PAGE na altura de 18,8 kDa (Figura 20). As densidades relativas foram 7,2%;
7,3%; 7,7%, 8,8%; 8,9% e 9,2%, respectivamente, nas 11, 12, 13, 14, 15 e 16 h de cultivo, o
que indica que apesar de o valor da biomassa ter atingido um platé em 3,73 g/L (15 h, Figura
18), a producdo do rhG-CSF continuou aumentando. Esses valores, comparados com aqueles
das amostras do cultivo com pulso de lactose, evidenciam que a produgdo de proteina
recombinante é favorecida quando a lactose é acrescentada desde o inicio. Talvez se o cultivo
com pulso tivesse prosseguido por mais tempo, uma vez que ele ainda nao havia entrado na

fase estacionaria do crescimento, a producao do rhG-CSF poderia ter sido similar.
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Figura 20 SDS-PAGE (A) e Western Blotting (B) das amostras dos cultivos em frascos de E.
coli BL21(DE3) STAR pLysS (pPARKAN-1/rhG-CSF) em meio de autoindugdo com lactose
adicionada desde o inicio. A: 1-6) amostras de 11 até 16 h de cultivo. B: 1-3) amostras de 14,
15 e 16 h de cultivo; 4) controle positivo rhG-CSF purificado. P) padrdo de massa molecular

Frequentemente nos cultivos induzidos com lactose a producédo da proteina alvo é mais
demorada (Sargo, 2011), porém a producdo de proteina de interesse pode ser até maior que
em cultivos induzidos por IPTG (da Silva et al., 2013). Provavelmente a indugdo com lactose
é mais lenta devido a dependéncia da producdo da Lac permease, proteina codificada pelo
gene lac Y que permite a entrada da lactose na célula, ou seja, o operon lac tem de ser
desreprimido para que entre maior quantidade de lactose na célula e permita a indugdo da
sintese proteica. Portanto, a lactose pode efetivamente substituir o IPTG como indutor, poréem
€ necessario um tempo mais prolongado de inducdo, conclusédo também afirmada por
Campani et al. (2016). Além disso, a lactose é mais econémica do que o IPTG, ndo é toxica
para a bactéria e € consumida como fonte de carbono (Dos Santos, 2012; Vélez et al., 2014;
Campani et al., 2016).
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Similar ao meio 2YT, o meio complexo autoinducao permitiu a producéo de rhG-CSF
e apresentou estabilidade plasmidial de 100% mesmo sem acrescimo de antibiotico a cultura,
como j& foi dito, esse meio foi empregado anteriormente para obter proteinas recombinantes
em larga escala (Dos Santos, 2012; da Silva et al., 2013; Vélez et al., 2014; Campani et al.,
2016).

5.4 Cultivos em meio definido HDF na presenca de antibioticos

Para conseguir uma boa producdo de proteina recombinante € preciso que o meio de
cultura utilizado atinja altas concentragdes celulares, para isso existem protocolos bem
estabelecidos onde o meio de cultivo é barato e permite controlar a velocidade especifica de
crescimento antes e depois da indugdo. Meios quimicamente definidos contém basicamente
uma fonte de carbono, uma fonte de nitrogénio inorgénico, sais minerais e vitaminas e
permitem atingir altas densidades celulares, por isso tém sido dos mais usados em cultivos
para obtencdo de rhG-CSF a partir de E. coli em biorreator em batelada (Venkata et al.,
2008b) e batelada alimentada (Kim et al., 2014; Vemula et al., 2015b).

5.4.1 Preparo do lote de trabalho em HDF

Inicialmente foi feita uma tentativa de realizar o cultivo em meio definido HDF
empregando o estoque congelado preparado em meio LB (50 pL) para inocular diretamente
30 mL de HDF, tal como realizado nos experimentos com 2YT. Entretanto, a cultura ndo se
desenvolveu e ap6s 7 h a DO foi de apenas 0,09 (0,033 g/L).

Assim, uma aliquota do estogque congelado em LB foi semeada em uma placa de meio
minimo M9-4gar com os antibidticos Kan e Clo. Uma coldnia isolada dessa placa foi semeada
30 mL do meio HDF para obter-se um novo inéculo para avaliagdo do crescimento,
estabilidade plasmidial e producdo de rhG-CSF na E. coli BL21(DE3) STAR pLysS
(PARKAN-I/rhG-CSF) em HDF. O restante da cultura do pré-inéculo foi utilizado para
inocular o cultivo partir do qual foi obtido um estoque congelado em HDF (Figura 7),
preparado e analisado segundo descrito no item 4.6.

Os resultados da Tabela 13 mostram que o lote obtido em meio HDF teve estabilidade
plasmidial de 100 %, assim como morfologia caracteristica das bactérias segundo a coloracéo

de Gram. A viabilidade resultou semelhante a do estoque obtido em meio LB. O lote de
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trabalho também se mostrou adequado para producao de rhG-CSF, sendo necessarios 100 pL
para inocular 100 mL de meio HDF.

Tabela 13 Avaliacdo do lote de trabalho de E. coli BL21(DE3) STAR pLYS (pARKAN-
I/rhG-CSF) em meio HDF-Kan/Clo

Ensaio Resultado
Estabilidade do plasmideo 100 %
Viabilidade 3,3 x 10° UFC/mL

Bacteérias integras com
Coloracdo de GRAM aspecto de coco-bacilo e
alguns filamentos alongados

5.4.2 Experimento 1 em meio HDF

Na Figura 17 observa-se a curva de crescimento que corresponde ao primeiro
experimento, que foi realizado a partir do in6culo obtido de uma coldnia isolada em meio M9-
agar/Kan/Clo. A inducdo foi feita ap6s 6 h de cultivo por causa do crescimento mais lento
(Umax = 0,7 h'1) de E. coli observado nesse meio de cultura comparado com 0s meios
complexos avaliados (Tabelas 10 e 11).
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Figura 17 Curva de crescimento de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-1/rhG-CSF)
em cultivo em frascos com meio HDF-Kan/Clo a 37 °C com DO inicial de 0,1 (0,038 g/L). A
seta indica o momento da indu¢ao com IPTG 1 mM.

Ap0s indugdo com IPTG 1 mM obtiveram-se percentagens bem baixas de colonias

resistentes, portanto o plasmideo nédo foi estavel depois de acrescentar o indutor, pois antes da
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inducdo 100% das coldnias eram resistentes (Figura 18). Uma vez que haveria a possibilidade
de que o IPTG na concentracdo utilizada fosse toxico para as células, resolvemos em diminuir
10 vezes a sua concentra¢do no proximo cultivo. Devido a baixa estabilidade plasmidial, ndo
foram realizados SDS-PAGE ou Western Blotting.

Observamos que a pmax N0 meio HDF foi menor do que no meio 2YT e no meio de
autoinducdo, provavelmente devido a auséncia de triptona ou extrato de levedura na
composigdo. A triptona contém aminoacidos e peptideos e o extrato de levedura nitrogénio e
vitaminas (Brown, 2003), porém em meio quimicamente definido esses compostos
necessarios a sobrevivéncia celular devem ser sintetizados a partir de glicose e amdnia,
portanto a auséncia desses nutrientes é a principal causa de menor velocidade especifica de

crescimento.
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Figura 18 Percentagens de colOnias resistentes a Kan nas amostras do cultivo em frascos do
experimento 1 a 37 °C com meio HDF- Kan/Clo antes e ap6s 3 h de inducdo de E. coli Star
BL21(DE3) pLysS (pARKAN-I/rhG-CSF).

5.4.3 Experimento 2 em meio HDF

No experimento 2 (Figura 7), um frasco de 300 mL com 30 mL de meio HDF foi
inoculado com 100 pL do estoque preparado em HDF-Kan/Clo. Quando a DO > 0,9 (Cx >
0,34 g/L) foi atingida, amostras foram retiradas em 5 h, 6 h e 7 h para avaliar a estabilidade do

plasmideo (Figura 19).
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Figura 19 Curva de crescimento de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-I/rhG-CSF)
em meio HDF-Kan/Clo a 37°C no cultivo em frascos do experimento 2. Nao foi realizada
adicao de IPTG.

Pode-se observar na Figura 20 que a percentagem de coldnias resistentes nessas
amostras foi maior que 97%, indicando alta estabilidade do plasmideo em concentracdes

celulares superiores a 0,34 g/L na auséncia de IPTG.
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Figura 20 Percentagens de col6nias resistentes a canamicina nas amostras de 5, 6 e 7 h do
cultivo de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-I/rhG-CSF) a 37°C em meio HDF-
Kan/Clo no cultivo em frascos do experimento 2 sem adi¢éo de IPTG.

5.4.4 Experimento 3 em meio HDF

Para o experimento 3 (Figura 7), inocularam-se trés frascos diretamente com 100 pL
do estoque em HDF. Devido as limitagdes metabolicas decorrentes do emprego de um meio
quimicamente definido, os cultivos foram induzidos com 0,1 mM de IPTG quando a DO
atingiu valores superiores a 3,0 (1,13 g/L), e a temperatura foi diminuida de 37 °C para 30 °C,

visando aumentar a retencdo do plasmideo na presenca do indutor.
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Veja-se na Figura 21 a curva da média dos cultivos com meio HDF-Kan/Clo que
foram induzidos em comparacao ao cultivo ndo induzido. Até 8 h dos cultivos as curvas de
crescimento tiveram um comportamento similar, porém nas Ultimas horas, aquela

correspondente ao cultivo ndo induzido teve densidade celular superior.
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Figura 21 Curvas de crescimento dos cultivos em frascos de E. coli BL21(DE3) STAR
pLysS (PARKAN-1/rhG-CSF) em meio HDF-Kan/Clo no experimento 3. Média e desvio de
trés cultivos induzidos com 0,1 mM IPTG a 30°C e um quarto cultivo ndo induzido (NI)
como controle. A seta indica 0 momento da adi¢do de IPTG 0,1 mM e da diminui¢do da
temperatura de 37 °C até 30 °C.

As condi¢des mais comumente utilizadas para producdo de proteinas recombinantes
em escala de laboratdrio sdo concentracdo de IPTG de 1 mM e temperatura de 37°C (Larentis
et al., 2011). No entanto, tem sido observado em varios trabalhos que concentracbes menores
de IPTG sédo capazes de induzir a sintese proteica sem impacto negativo na quantidade de
proteina produzida (Olaofe et al., 1995; Larentis et al., 2011; Kim et al., 2014). Larentis et al.
(2011) demostraram que a concentracdao do indutor pode ser reduzida 10 vezes sem impacto
negativo na expressao. Se menores quantidades do IPTG podem ser usadas, 0 processo de
producdo torna-se mais barato. Além disso, a conhecida citotoxicidade do IPTG e seu efeito
negativo no crescimento celular podem ser minimizados usando menores quantidades.

No caso da temperatura, segundo alguns autores a elevacdo deste pardmetro no
cultivo as vezes pode ter efeito negativo na solubilidade e estabilidade da proteina. Einsfeldt
et al. (2011) observaram que temperaturas mais baixas e tempos de inducdo mais longos
aumentaram a producdo de PsaA recombinante em E. coli, dai definiram como condic¢des
ideais de inducdo 25 °C, 0,1 mM de IPTG e 16 h de indugéo. Segundo Zhang et al. (2002)

temperaturas mais altas podem afetar a produgdo de proteina recombinante, uma vez que 0
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aumento de temperatura afeta a estabilidade do plasmideo e consequentemente a producéo
proteica. Dos Santos (2012) demostrou que tanto cultivos em frascos como em biorreator com
maior temperatura apresentaram menor retencdo do plasmideo. A baixa retencdo do
plasmideo relaciona-se com o metabolismo mais acelerado observado com temperaturas de
cultivo mais elevadas e, portanto, é mais provavel que se formem células filhas sem carregar o
plasmideo (Rinas, 1996).

A Figura 22 mostra a percentagem de colbnias resistentes dos cultivos em frascos do
experimento 3 feitos com o meio HDF-Kan/Clo. Como esperado, houve, mais uma vez 100%
de retencdo do plasmideo antes da inducdo, porém a retencdo diminuiu a partir da primeira
hora até ficar em 85% na quarta hora, ou seja, a estabilidade do plasmideo diminuiu com o
tempo de indugdo, porém ndo chegou a valores inferiores a 85%. Este resultado apoia a
hipGtese de que, apesar desse meio permitir alcancar elevadas concentrages celulares, devido
as limitacbes metabolicas é necessario fazer a indu¢cdo com DO mais elevada, quando ja
estejam sintetizadas as substancias necessarias ao metabolismo a partir de sais e fontes de
carbono e nitrogénio (Kilikian et al., 2000). Assim o risco de perda do plasmideo e portanto

diminuicdo da producéo da proteina de interesse € menos provavel (Hagg et al.,2004)
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Figura 22: Estabilidade do plasmideo pARKAN-1/rhG-CSF no experimento 3 calculada antes
e apos inducdo a 30 °C representando o comportamento dos cultivos em frascos de E. coli
BL21(DE3) STAR pLysS em meio HDF-Kan/Clo.

A Figura 23 mostra o resultado do Western Blotting dos cultivos induzidos do
experimento 3. Nas amostras dos trés cultivos induzidos, a altura da banda do controle
positivo (18,8 kDa) observa-se a presenca do rhG-CSF nas amostras a partir da primeira hora
apos a inducdo, ndo sendo assim na amostra ndo induzida. A bactéria E. coli com o vetor
pARKAN-1/rhG-CSF foi capaz de produzir o rhG-CSF em HDF-Kan/Clo, com percentagens
relativas de 4,20%, 4,24%, 4,78%, 5,18%e na 1h, 2h, 3h e 4h apos da inducgéo respetivamente,
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apesar da perda de colbnias resistentes aos antibioticos com o tempo de inducdo. Vale
ressaltar que somente nas condic¢des de inducdao com IPTG 0,1 mM a 30 °C o plasmideo foi

mais estavel.
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Figura 23 Membrana corada com Ponceau S e Western Blotting das amostras dos cultivos em
frascos de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-I/rhG-CSF) em meio HDF-Kan/Clo:
1) ndo induzida; 2-5) 1, 2, 3 e 4 h ap6s a indugdo com IPTG 0,1 mM a 30 °C; (+) controle
positivo rhG-CSF purificado; (p) padrdo de massa molecular.

Segundo o trabalho de Einsfeldt et al. (2011), com maior tempo de inducdo a
producdo proteica € maior, assim talvez com mais tempo de inducéo a producdo do rhG-CSF
poderia ter sido maior. Esses autores mostraram que a producdo da PsaA foi de 5 a 6 vezes
maior induzindo com 0,1 mM de IPTG a 28 °C do que com aquelas usuais (1 mM IPTG e 37
°C). Concluindo, esse meio pode ser utilizado para obter o rhG-CSF em biorreator, sendo
habitualmente utilizado para cultivos de alta densidade celular.

N&o se observaram as bandas em SDS-PAGE nas amostras induzidas, portanto a
densitometria das bandas para determinar percentagem relativa e produgéo especifica do rhG-

CSF foi realizada mediante o programa Imagem J.

5.5 Cultivos em biorreator

5.5.1 Meio autoinducdo

Foram realizados 2 cultivos em biorreator de 10 L de volume, com 7 L do meio de
autoinducédo (Tabela 5), a 30 °C e agitacdo inicial de 150 rpm. O primeiro cultivo foi
acompanhado por 19 h e o segundo, por 31 h. A velocidade especifica maxima de crescimento

foi calculada como 0,3 h! com os dados do primeiro cultivo, o qual foi finalizado apés 19 h.
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Neste cultivo o rhG-CSF néo foi detectado por SDS-PAGE nem por Western Blotting. No
segundo cultivo ndo foram retiradas amostras entre 6 e 18 h.

Veja-se na Figura 24 as curvas de crescimento de E. coli no biorreator desses dois
cultivos em meio de autoinducdo. Pelos dados do segundo cultivo, a concentracdo de
biomassa atingiu valores acima de 7,52 g/L ap6s 20 h. O crescimento celular prosseguiu até

30 h de cultivo e depois entrou na fase estacionaria, atingindo 18,8 g/L.
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Figura 24 Curvas de crescimento dos cultivos em biorreator de E. coli BL21(DE3) STAR
pLysS (pPARKAN-1/rhG-CSF) a 30 °C em meio autoinducdo sem antibiotico.

Na Figura 25 é apresentado o comportamento do consumo das fontes de carbono
(glicose, glicerol e lactose) a partir das 18 h do segundo cultivo. Observe-se que em 18 h de
cultivo todas as fontes adicionadas ja tinham comecado a ser consumidas, sendo maior a
quantidade do glicerol, pois sua concentracao inicial era mais elevada. A glicose inicial havia
sido complemente consumida, mas a concentracdo de glicose manteve-se em um valor basal

apos 18 h devido ao consumo da lactose, a qual é degradada a glicose e galactose.
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Figura 25 Curvas de consumo de glicerol, glicose e lactose ao longo do segundo cultivo em
biorreator de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-1/rhG-CSF) a 30 °C com meio
autoinducdo sem antibiotico.

A Figura 26 mostra o Western Blotting e 0 SDS-PAGE das amostras retiradas em 18 h
e entre 25 e 31 h de cultivo em biorreator com meio de autoinducdo sem antibiotico. Observa-
se claramente a banda do rhG-CSF (18,8 kDa) a partir das 25 h de cultivo (canaletas 25 a 28),
a qual nao foi detectada em 18 h de cultivo por Western Blotting, entdo mais uma vez se
comprova que a indugdo da sintese de proteina € mais lenta com lactose. Neste caso
especifico, a glicose precisa ser consumida, deixando de exercer a repressao catabdlica sobre
0 operon lac, para que entdo se inicie o consumo da lactose. Este resultado explica a auséncia
do rhG-CSF nas amostras retiradas no primeiro cultivo, que se encerrou ap6s 19 h quando a
sintese do rhG-CSF ainda ndo havia se iniciado, e indica que a construgdo permitiu produzir
satisfatoriamente o rhG-CSF no biorreator em meio complexo de autoindugdo na auséncia da
pressdo seletiva do antibidtico.
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Figura 26 SDS-PAGE (superior) e Western Blotting (inferior) das amostras do cultivo no
biorreator de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pPARKAN-I/rhG-CSF) a 30 °C com meio de
autoinducéo sem antibiotico. P) padrdo de massa molecular; 18-31) amostras de 18 he de 25 a
31 h de cultivo; (+) controle positivo rhG-CSF purificado.
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As bandas entre as 25 h e 31 h de cultivo mostraram percentagem relativa entre 3,97%
e 4,49% da banda de rhG-CSF em relacdo a todas as demais bandas de cada canaleta,
indicando que a produgdo do rhG-CSF manteve-se praticamente constante nas Gltimas horas
do cultivo, o que difere do crescimento bacteriano, que aumentou paulatinamente até 18,8
g/L. Em 31 h de cultivo, a percentagem relativa da banda de rhG-CSF foi 4,49% e a
concentracdo proteica, 9,52 mg/mL, portanto obteve-se um rendimento teérico do rhG-CSF
de 427 mg/L, ou seja, 25 vezes o rendimento de 15 mg/L reportado por Gomes et al. (2012) e
118 vezes o valor de 3,2 mg/L reportado por Vanz et al. (2008) apds a purificacdo. Este é um
dado muito importante porque demostrou-se que o rhG-CSF pode ser produzido
satisfatoriamente em larga escala com o novo vetor de expressdo e, provavelmente, mesmo
que a recuperacdo na purificacdo seja baixa, o rendimento final ainda devera ser superior aos
reportados em estudos anteriores. Existem outros relatos de rendimentos mais elevados do
rhG-CSF produzido em larga escala: 500 mg/L (Kim et al., 2014) e 2,18 g/L (Venkata et al.,
2008a).

Devemos destacar aqui que ndo foi acrescentado antibidtico ao meio de autoinducéo e,
tal como nos cultivos em frascos com meios complexos (2YT e autoinducdo), a estabilidade
do plasmideo foi 100% ao final do cultivo. Podemos concluir entdo que o antibidtico pode ser

eliminado nessas condic¢des de cultivo para diminuir os custos do processo.

5.5.2 Batelada e batelada alimentada e meio HDF

Foram feitos dois cultivos em biorreator de 10 L, com 6 L do meio HDF com
antibiotico canamicina, HDF/Kan (Tabela 6), a 30 °C e agitac&o inicial de 150 rpm. A pmax foi
0,29 h! para fase de batelada e a velocidade especifica durante a alimentacéo (paim) foi 0,19
h-! na batelada alimentada.

Veja-se na Figura 27 as curvas de crescimento de E. coli no biorreator usando o meio
HDF/Kan. Quando a DO atingiu 57,2 (21,5 g/L de massa seca) nas 21 h de cultivo em modo
batelada adicionou-se lactose 20 g/L e IPTG 0,1 mM. A indugdo manteve-se durante 4 h e

logo o cultivo entrou na fase estacionaria, atingindo 23,2 g/L.
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Figura 27: Curva de crescimento do cultivo em biorreator de E. coli BL21(DE3) STAR
pLysS (PARKAN-I/rhG-CSF) em meio HDF/Kan a 30 °C em modo batelada (azul) e batelada
alimentada (laranja). A seta preta indica 0 momento da adi¢do de IPTG (0,1 mM na batelada e
0,5 mM na batelada alimentada) e lactose 20 g/L e a seta vermelha o comego da adi¢do do
meio de alimentacéo.

No cultivo em modo batelada alimentada com HDF/Kan, a concentracdo celular
atingiu 17,4 g/L em 20 h, momento no qual comecou a adi¢ao do meio de alimentacdo (Figura
27). O crescimento prosseguiu até ser acrescentado o indutor (lactose 20 g/L e IPTG 0,5 mM)
em 32 h de cultivo com 59,8 g/L de massa celular seca. A indugdo manteve-se durante 4 h e
logo o cultivo entrou na fase estacionaria, atingindo 61,7 g/L. Em ambos cultivos, as amostras
foram retiradas cada duas horas antes e a cada hora depois da inducdo. A estabilidade do
plasmideo na hora final da inducao foi 76% na batelada, similar aos valores observados nos
cultivos em frasco realizados com este meio. Porém, no cultivo alimentado, a estabilidade do
plasmideo foi 17% ao final do cultivo.

A Figura 28 mostra o comportamento do consumo de glicerol e lactose, assim como
a formacdo de acetato durante os cultivos com meio HDF/Kan. Observe-se que o glicerol foi
consumido paulatinamente até ficar em zero. O fator de conversdo de glicerol a biomassa
(Ycws) determinado na batelada foi 0,54 g células/ g glicerol consumido, valor usado para
determinar a vazdo de alimentacao (Equacdo 3). No caso da batelada, acrescentou-se a lactose
para indugdo quando acabou o glicerol, o que foi verificado pelo aumento abrupto do O>
dissolvido, e no cultivo alimentado se comecou a adigédo do meio de alimentacdo. A lactose
adicionada na hora da inducdo (22 h na batelada e 33 h na batelada alimentada) foi consumida

até sua concentracdo chegar em 4 g/L na batelada e em zero na penultima hora do cultivo
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batelada alimentada, indicando que a baixa retencdo do plasmideo ao final da batelada

alimentada pode ter ocorrido por falta de nutrientes para manter o metabolismo celular.
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Figura 28: Curvas de consumo de glicerol, lactose e geracdo de acido acético ao longo dos
cultivos em biorreator de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS (pARKAN-1/rhG-CSF) com
HDF/Kan em batelada (b) e batelada alimentada (ba).

O nivel de acetato manteve-se praticamente constante do inicio do cultivo até o inicio
da alimentacdo, fase durante a qual ele foi consumido devido a adicdo paulatina da fonte de
carbono, que evitou seu acimulo no meio. Korz et al (1995) observaram menor geracdo de
acetato quando foi usado o glicerol como fonte de carbono, substrato que permite atingir altas
velocidades de crescimento celular sem formacdo de acetato. Varios autores ja usaram o
glicerol como fonte de carbono em lugar da glicose (Sargo, 2011; Silva et al., 2012b;
Carvalho et al., 2012).

A Figura 29 mostra 0 Western Blotting das amostras (pellets) retiradas nos dos
cultivos em meio HDF/Kan. Observa-se claramente a banda de 18,8 kDa a partir de 21 h de
cultivo (canaletas 6 a 8) na batelada, que corresponde a 2 h ap6s a inducdo. Na batelada
alimentada observou-se a banda a partir de 34 h de cultivo (canaletas 5 a 8), 0 que também
corresponde a 2 h apo6s a adicdo dos indutores lactose e IPTG. Este resultado é similar aquele
obtido no cultivo em frascos com meio de autoinducéo e pulso de lactose, onde a inducdo da

sintese proteica também comecou apds 2 h de inducéo (Figura 19).



86

1 2 3 4 5 6 7 8
O.' b WP ThG-CSF

Figura 29: Western Blotting das amostras do cultivo de E. coli BL21(DE3) STAR pLysS
(PARKAN-I/rhG-CSF) em meio HDF/Kan, (A) batelada: canaletas 1 a 4) amostras antes da
inducdo, respectivamente 18 a 21 h de cultivo; canaletas 5 a 8) amostras de 1 a 4 h apos a
inducdo. (B) batelada alimentada: canaletas 1 a 3) amostras antes da inducao,
respectivamente, 28 h, 30 h e 32 h de cultivo; canaletas 4 a 8) amostras de 1 a 5 h ap6s a
indugéo. (+) controle positivo rhG-CSF purificado.

Em ambos cultivos, para comecar a sintese do rhG-CSF foi preciso deixar livre o
operador que permite transcrever o gene da enzima Lac permease, que transporta a lactose
para dentro da célula, o que foi garantido pela adicdo de IPTG. Isso explica porque a sintese
comeca depois da segunda hora da adigdo dos indutores. Pode-se verificar que a construgéo
permitiu produzir satisfatoriamente o rhG-CSF no biorreator em meio HDF com canamicina,
tanto em modo batelada como em batelada alimentada.

5.6 Purificacdo do rhG-CSF a partir dos cultivos realizados em biorreator

5.6.1 Obtencdo dos corpuUsculos de inclusdo (CI)

Terminados cada um dos cultivos no biorreator, as células foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado e a massa bacteriana armazenada a -20°C para posterior
desenvolvimento do processo de purificacdo do rhG-CSF. O segundo cultivo realizado em
meio autoindugdo rendeu 292 g de massa celular umida, os cultivos em HDF produziram 467
g em modo batelada e 2100 g em modo batelada alimentada.

Como descrito em Materiais e Métodos (item 4.8), a lise foi feita em homogeneizador
continuo de alta pressdo a 500 bar durante 8 min e temperatura controlada a 14 °C. A Tabela
14 mostra os valores de concentracdo proteica, percentagem relativa e concentracdo do rhG-
CSF no lisado celular (homogenato) a partir dos dois meios de cultura avaliados no biorreator.
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Tabela 14: Comparacéo da producédo de rhG-CSF nos cultivos em biorreator estimada a partir
da analise do homogenato

Cultivo Proteinas (g/L) % relativa rhG-CSF rhG-CSF (g/L)
Autoinducéo /Batelada 15,67 7,44 1,17
HDF/ Batelada Alimentada 10,45 8,94 0,95

A producdo de rhG-CSF calculada a partir do homogenato durante a batelada
alimentada em HDF e batelada em meio de autoindugdo foi 0,95 g/L e 1,17 g/L,
respetivamente (Tabela 14). A producdo em HDF foi superior a producéo reportada por Kim
et al (2014) de 0,5 ¢g/L e inferior de 1,75 g/L reportada por Kim et al (2013) para obtencéo do
rhG-CSF em meio definido. A producdo em meio de autoinducdo (1,17 g/L, Tabela 14) foi
2,5 vezes superior ao valor estimado a partir da densitometria da amostra de 31 h de cultivo
(427 mg/L, item 5.5.1), sendo similar a outros relatos para a producdo do rhG-CSF em larga
escala em meio complexo (Venkata et al., 2008b). Os valores de producéo estimados em duas
etapas distintas da obtencdo do rhG-CSF a partir do meio de autoinducdo resultaram
diferentes porque a eficiéncia de lise e liberacdo de rhG-CSF foi maior empregando o
homogenizador do que com o tratamento com ureia para preparo das amostras para

eletroforese.

5.6.2 Lavagem e Solubilizacdo dos ClI

Depois de centrifugar o lisado celular obtido do cultivo em meio de autoinducéo,
descartou-se o0 sobrenadante e foram feitas quatro lavagens do pellet com 1, 2, 3 e 4 M de
ureia, seguidas da solubilizacdo em ureia 8 M (Figura 8). A Figura 30 mostra o gel de
eletroforese das amostras retiradas desde a lise celular até a solubilizag&o.



88

+ 1 2 3 4 5 6

W o w== @« rhG-CSF

Figura 30 Analise por eletroforese (A) e Western Blotting (B) das etapas iniciais de
purificacdo do rhG-CSF insoltvel partir dos corpos de inclusdo (Cl). P) padrdo de massa
molecular (LMW); L) homogenato; 1) sobrenadante obtido apo6s centrifugacdo do
homogenato; 2, 3, 4, 5) sobrenadantes obtidos ap6s a lavagem dos Cl com 1, 2, 3 e 4 M de
ureia, respectivamente; 6) sobrenadante apos solubilizacdo dos CI com ureia 8 M; (+) controle
positivo rhG-CSF purificado. Todas as mostras foram aplicadas para que houvesse 15 pg de
proteina total no gel.

As lavagens com ureia proporcionaram a eliminacao de proteinas contaminantes, com
uma pequena perda do rhG-CSF na primeira lavagem (Figura 30, canaletas 2). Observe-se que
a banda do rhG-CSF é bem mais intensa na amostra do Western Blotting correspondente a
lavagem com 4M de ureia (Figura 30B, canaleta 5), portanto resolvemos eliminar essa tltima
lavagem nas proximas purificacGes. Os Cl foram solubilizados em 1 L do tampéo tris 10 mM
pH 8,0 com ureia 8 M e B-mercaptoetanol 5 mM durante aproximadamente 12 h, logo
centrifugou-se a amostra para separar o material insoltvel. O solubilizado (2,81 mg/mL)
obtido nesta etapa foi dividido em varias aliquotas para avaliar os diferentes métodos de

renaturacdo descritos a seguir.

5.6.3 Renaturacdo dos ClI por diafiltracdo

A diafiltracdo foi realizada para retirar a ureia com o fluxo de 3 mL/min, mantendo-se
0 volume da amostra constante, mas ndo se mostrou um bom método de renaturagdo, uma vez
que apos a eliminacdo da ureia, a maior parte do rhG-CSF voltou a ficar insoltvel. O material
recolhido da diafiltracdo foi centrifugado (11.200 g por 30 min) e apenas 3,09% da proteina
solubilizada em ureia permaneceu sollvel, portanto, a maior parte do rhG-CSF ficou no

pellet.
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5.6.4 Renaturacdo dos ClI por dialise

A renaturacdo por dialise foi realizada com trocas do tampdo a cada 4 h diminuindo-se
a concentracgdo de ureia de 4 M até 0 M (item 4.8.2). Este método também resultou ineficiente
para renaturar rhG-CSF porque grande quantidade da proteina ficou insoluvel, sendo a
percentagem de renaturacdo apenas 2,36%. O sobrenadante da renaturacdo por diafiltracéo foi
reunido ao sobrenadante da renaturacao por dialise. O pool contendo 47 mg de proteinas totais
foi submetido & cromatografia de troca catibnica em SP-Sepharose FF HiTrap de 1 mL.

5.6.5 Cromatografia em SP-Sepharose do pool dos sobrenadantes da diafiltracdo e dialise

A Figura 31 mostra a analise por eletroforese (A) e Western Blotting (B) das fragdes
da cromatografia de troca catidnica em SP-Sepharose realizada com o pool dos sobrenadantes
resultantes da renaturacdo por dialise e diafiltracdo. Na Figura 31, verificou-se que o rhG-CSF
esta presente em todas as fracbes de eluicdo coletadas. A maior quantidade de rhG-CSF foi
eluida com 200 e 300 mM de NaCl (canaletas 5 e 6), que foram as fragbes com maior pureza
(78% e 32%). Nas demais fracGes ha maior presenca de proteinas contaminantes que eluiram
junto com o rhG-CSF. Esse resultado mostrou que, ainda que ndo houvesse perda da proteina
alvo na fracdo ndo absorvida, a cromatografia precisava ser otimizada para eluir a maior parte
do rhG-CSF em uma Unica fragcdo, com a menor quantidade de contaminantes possivel. Uma
vez que o pH do tampéo de eluigdo foi 4,5, o rhG-CSF estava com carga positiva e altas
concentracbes de NaCl ndo foram suficientes para elui-lo completamente. Assim, um pH
superior deve ser necessario para a eluicdo, tal como reportado por Gomes et al (2012), onde
0 rhG-CSF eluiu totalmente na fragdo de 100 mM de NaCl a pH 8,0.
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Figura 31 Analise por eletroforese (A) e Western Blotting (B), das fracbes coletadas na
cromatografia por SP-Sepharose a partir dos sobrenadantes obtidos na renaturacao por dialise
e diafiltracdo. P) marcador utilizado (LMW); 1) controle positivo do rhG-CSF; 2) material de
entrada na coluna; 3) fracdo ndo-absorvida; 4-7) fracdes de eluicdo em tampéao acetato 20 mM
pH 4,5 com NaCl 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, respectivamente; 8) fracdo de
eluicdo em tampdo Tris 10 mM pH 8,0 com NaCl 500 mM.

«~thG-CSF

A maioria dos autores que tém usado cromatografia de troca catidnica na purificacdo
do rhG-CSF eluiram a proteina com pH > 8 (Vanz et al; 2008; Gomes et al., 2012; Venkata et
al., 2008a; Vemula et al., 2015b). O ponto isoelétrico do rhG-CSF é 6,1, portanto, com
valores béasicos de pH no tampao de elui¢do a proteina fica com carga negativa e desliga-se da
coluna carregada também negativamente, SP-Sepharose neste caso. A percentagem de
recuperacdo do rhG-CSF nesta cromatografia foi 7,46% considerando o pool das fracbes de
200 e 300 mM. Além de desconsiderar o rhG-CSF das outras fracdes, houve um pico na
fracdo de limpeza com 0,1 M de NaOH que n&o foi coletada, onde provavelmente ficou parte
do rhG-CSF.

5.6.6 Avaliacdo da percentagem de renaturacdo em funcdo da concentracdo proteica

Para avaliar a influéncia da concentracéo proteica na eficiéncia da renaturagdo, foram
realizadas dialises com diferentes diluicbes do material solubilizado em ureia 8 M (item
4.8.2), o que resultou em concentracdes proteicas entre 0,011 e 0,378 mg/mL. Houve
precipitagdo em todas as diluicdes avaliadas, portanto sobrenadante e pellet obtidos apds a

centrifugacdo foram analisados por SDS-PAGE (Figura 32). As concentracGes avaliadas
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foram comparadas mediante a percentagem de renaturacdo (item 4.8.3, Equacdo 4).
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Figura 32 Andlise por eletroforese das amostras dos sobrenadantes (A) e pellets (B) obtidos
depois da renaturagdo por didlise de amostras com diferentes concentragdes proteicas. P)
padrdo de massa molecular (LMW); 1-6) amostras das concentracfes 0,378; 0,189; 0,094;
0,047; 0,023 e 0,011 mg/mL, respectivamente.

A Figura 32 mostra que, segundo os valores da porcentagem relativa da banda de rhG-
CSF determina por densitometria, o rhG-CSF esta presente tanto no sobrenadante (A) como
no pellet (B) de todas as concentracdes proteicas avaliadas, sendo sempre maior parte no
pellet. A Figura 33 mostra que quanto mais diluida esteja a amostra, maior sera a percentagem
de renaturacdo porque as moléculas de proteina terdo menos oportunidade de interagir entre
elas (zonas hidrofébicas e ligacdes dissulfeto) e como consequéncia existe menor

possibilidade de se formar agregados e precipitar.
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Figura 33 Percentagem de renaturacdo em funcdo da concentracdo de proteina nas amostras
durante a renaturagdo do rhG-CSF por dialise.

As concentracOes proteicas desses sobrenadantes ficaram entre 23 e 11 pg/mL as quais
mostraram maior percentagem de renaturacao: 80 e 96%, respectivamente. Zhao et al (2014)
comprovaram gue quanto menor a concentragdo proteica, maior a percentagem de renaturagdo

e a atividade especifica do rhG-CSF. Apesar de esse método ser inviavel para grande escala,
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ele permitiu determinar a melhor faixa de concentracdo proteica para realizar a etapa de

renaturacao.

5.6.7 Renaturacdo por diluicdo utilizando tampdo com arginina

Para avaliagdo da renaturacao por dilui¢do direta, 50 mL do solubilizado em ureia 8 M
foram adicionados a 1 L do tampdo de renaturacdao contendo arginina (Tris 20 mM, EDTA 2
mM, Triton X-100 0,1%, glicerol 10%, arginina 500 mM, pH 8,0). O material solubilizado foi
gotejado com ajuda de uma bomba peristaltica ao fluxo de 1 mL/min até alcancar
aproximadamente 40 pg/mL. Considerando que a maior porcentagem de renaturacdo por
dialise foi obtida com concentracdes proteicas abaixo de 23 pg/mL (item 5.6.6), este método
foi mais eficiente que os métodos utilizados anteriormente (itens 5.6.3 e 5.6.4), sendo a

percentagem de renaturacao 33%.

5.6.8 Cromatografia em SP-Sepharose do material renaturado em tampdo com arginina

O material resultante da renaturacdo com tampdo de arginina foi filtrado, o pH
ajustado para 4,5 e diluido até alcancar a condutividade do tampédo de equilibrio da
cromatografia de troca cationica em SP-Sepharose (acetato 20 mM, 50 mM NacCl, pH 4,5), o
que elevou o volume para 5,5 L devido a concentracdo de arginina no tampao de renaturacéo,
aumentando assim para 5 dias o tempo necessario para realizar a cromatografia na coluna de 1
mL utilizada. O método de diluicdo é mais rapido que a dialise, e ndo precisa monitoramento
como na diafiltracdo, porém o tempo economizado na renaturacdo foi perdido durante os 5
dias da cromatografia.

A Figura 34 mostra o gel das fracdes coletadas da cromatografia em SP-Sepharose do
material renaturado por diluicdo em tampdo com arginina. A eluicdo foi feita com gradiente
descontinuo de NaCl 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM em tampé&o Tris 20 mM
pH 8,0.
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Figura 34 Analise por eletroforese da renaturacédo por diluicdo em tamp&o com arginina e da
cromatografia em SP-Sepharose. P) padrdo de massa molecular; 1) controle positivo do rhG-
CSF; 2) material de entrada na coluna; 3) fracdo nao-absorvida; 4-8) proteina eluida em
tampé&o pH 8,0, NaCl 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, respectivamente; 9)
fracdo de limpeza com 0,1 M de NaOH.

Na Figura 34 se observa que a proteina foi eluida na fragdo com 100 mM de NaCl
(canaleta 4), confirmando que pH 8,0 é melhor para eluir o rhG-CSF em s6 uma fracéo
durante a cromatografia de troca catiénica, porém diversas impurezas foram eluidas junto com
0 rhG-CSF. Considerando somente a fracdo de 100 mM de NaCl, a percentagem de
recuperacdo depois da cromatografia foi 3,27%, menor do que o recuperado na cromatografia
realizada com o pool de sobrenadantes da dialise e diafiltracdo (7,46%), cuja eluicdo foi feita
apH 4,5.

5.6.9 Renaturacdo por diluicdo utilizando tampdo sem arginina

Para renaturar por dilui¢do utilizando o tampéo sem arginina, 200 mL do solubilizado
em ureia 8 M foram gotejados nas mesmas condicdes ja descritas (item 4.8.3) em 1 L do
tampé&o de renaturacdo sem arginina (Tris 20 mM, EDTA 2 mM, Triton X-100, 0,1%, glicerol
10%, pH 8,0). O produto ficou limpido quando acabou o volume do solubilizado, mesmo
assim foi centrifugado e um pequeno pellet foi observado, analisado depois por SDS-PAGE.
A percentagem de renaturagdo foi 99%, valor superior ao obtido utilizando o tamp&o com
arginina. Nessa condicéo foi possivel renaturar maior quantidade de proteina, alcancando 0,55
mg/mL, valor 24 vezes superior aquele determinado durante o ensaio de renaturacdo por
diélise (23-11 pg/mL) e 14 vezes superior & renaturacdo em tampdo com arginina. Desse
modo, essa condi¢do de renaturacdo foi estabelecida para fazer parte do processo de

purificacdo desenvolvido.
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5.6.10 Cromatografia de troca catibnica em SP-Sepharose do material renaturado em tampéao

sem arginina

Parte do sobrenadante do renaturado em tampdao sem arginina (item 5.6.9) foi dividido
em 5 volumes iguais e cada amostra ajustada para pH 4,5; 4,7; 5,0; 5,2 e 5,5. As amostras
ficaram em repouso por uma noite a 4 °C (item 4.8.7) e em todos esses pH foi observada a
formacdo de precipitado. Depois de centrifugar as amostras, conservou-se pellets e
sobrenadantes para andlise da presenca de rhG-CSF por SDS-PAGE (Figura 35).

Observe-se que nos pellets gerados apos a centrifugacdo do renaturado e a reducdo do
pH eliminou-se grande quantidade de proteinas contaminantes de aproximadamente 30 kDa a
45 kDa. Além disso, a perda de rhG-CSF nos pellets pode ser considerada desprezivel, uma
vez que os pellets estavam concentrados. Especificamente a pureza do rhG-CSF nos
sobrenadantes obtidos a pH 4,5; 4,7 e 5,2 aumentou, atingindo 70% no sobrenadante do pH
5,2. Portanto, a etapa de ajuste do pH antes da cromatografia foi incluida no processo de

purificacao.

Figura 35 Andlise por eletroforese dos pellets e sobrenadantes resultantes depois de ajustar o
pH do material renaturado para 4,5; 4,7; 5,0; 5,2 e 5,5; e o pellet depois de centrifugar o
renaturado. P) padrdo de massa molecular; (1, 3, 6, 8, 10) pellets e (2, 4, 7, 9, 11)
sobrenadantes; 5) pellet depois de centrifugar o renaturado.

A condutividade dos sobrenadantes obtidos apds ajuste do pH e centrifugacdo foi
ajustada até alcancar a condutividade do tampéo de equilibrio para a cromatografia de troca
catidnica em SP-Sepharose (acetato 20 mM, 50 mM NacCl). Os seguintes valores de pH foram
avaliados para equilibrar a coluna: 4,5; 4,7; 5,0; 5,2 e 5,5. A eluicao foi realizada com NaCl
100mM e 500 mM em tampéao Tris 20 mM pH 8,0.
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Os cromatogramas obtidos das entradas com diferentes pH mostram que quanto menor
0 pH de entrada, menor a area do pico da fracdo ndo adsorvida e maior a ligacdo proteica a
resina (Figura 36).

o =0 T=1:] 150

Figura 36: Cromatograma mostrando a fracdo ndo-adsorvida da cromatografia de troca
cationica em SP-Sepharose realizada com cinco diferentes valores de pH na entrada da
coluna, 4,5 ---; 4,7---; 5,0---; 5,2 ---e 5,5---.

A Figura 37 mostra os géis de eletroforese das amostras de entrada, fracdes nédo
adsorvidas e de eluicdo, coletadas durante a cromatografia em SP-Sepharose para cada um
dos pH avaliados e o Western Blotting das fracdes de eluicdo. As fracBes de eluicdo ndo
apresentaram nenhuma banda de 18,8 kDa no SDS-PAGE e outras impurezas eluiram, porém

0 Western Blotting revelou a presenga de rhG-CSF nessas fragdes (Figura 37B).
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Figura 37: (A) Eletroforese das amostras de entrada (1, 4, 7, 10, 13), fracdes ndo adsorvidas
(2,5, 8,11, 14) e de eluicdo (3, 6, 9, 12, 15) da cromatografia em SP-Sepharose realizada com
diferentes pH do tampéo de equilibrio: pH 4,5 (canaletas 1 a 3); pH 4,7 (canaletas 4 a 6); pH
5,0 (canaletas 7 a 9); pH 5,2 (canaletas 10 a 12) e pH 5,5 (canaletas 13 a 15), P) padréo de
massa molecular. As fraces de elui¢do estdo indicadas pelas flechas. (B) Western Blotting
das amostras da eluigéo: (+) controle positivo do rhG-CSF; 1) pH 4,5; 2) pH 4,7; 3) pH 5,0; 4)
pH 5,2; 5) pH 5,5

Observe-se também a presenca de rhG-CSF nas fragfes ndo adsorvidas (Figura 37A),
portanto, houve perda da proteina alvo no flow through. Estas cromatografias foram feitas a
partir do produto renaturado em tampdo sem arginina, o qual permitiu renaturar maior
concentracdo proteica, porém resultou em concentracdo final de ureia mais elevada na
amostra aplicada a coluna, aproximadamente 1,5 M, enquanto no material de entrada das
cromatografias de troca ionica realizadas anteriormente a concentragdo de ureia ficou entre
0,45 M e 0,6 M, pois as amostras aplicadas foram diluidas para ajustar a condutividade
(renaturado com tampdo de arginina, item 5.6.8) ou a maior parte da ureia ja tinha sido
eliminada no caso do pool da dialise e diafiltrado (item 5.6.5) . Portanto, provavelmente a
concentracdo de ureia mais elevada no material renaturado com tampao sem arginina
atrapalhou a interagcdo do rhG-CSF com a resina cromatografica. Assim, para 0s proximos
processos de purificacdo, depois do ajuste de pH e centrifugagdo, a amostra de entrada foi



97

diluida até concentracdo final de ureia < 0,6 M antes da aplicacdo a cromatografia em SP-

Sepharose.

5.6.11 Avaliacio de diferentes pH para eluicdo de rhG-CSF da cromatografia de troca

catidnica em SP-Sepharose

Tomando-se em conta os resultados descritos anteriormente, as seguintes modificagdes
foram feitas no processo de purificacdo do rhG-CSF: 200 mL do material solubilizado em
tampé&o com ureia 8 M foram renaturados por diluicdo em tampé&o sem arginina (item 5.6.9), o
pH foi ajustado para 5,0 com A&cido acético e, apds a centrifugacdo para remover o
precipitado, o sobrenadante foi diluido até a concentragdo de ureia ficar em 0,5 M; a amostra
foi entdo aplicada a coluna de cromatografia em SP-Sepharose de 10 mL previamente
equilibrada com tampéo acetato 20 mM, NaCl 50 mM, pH 5,0. A eluicdo foi feita em
diferentes valores de pH, a saber, 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0, sempre com 100 mM de NaCl no tampao
de eluicdo. Para pH 5,0 foi empregado tampéao acetato 20 mM e para pH 6,0, 7,0 e 8,0 foi
empregado tampé&o fosfato 20 mM.

Neste novo processo, nao houve perdas de rhG-CSF nem na fracdo ndo absorvida
(canaleta 2, Figura 38) nem no reequilibrio (canaleta 3, Figura 38), confirmando, portanto,
que concentracdes de ureia entre 1,0 e 1,5 M atrapalham a interacdo do rhG-CSF com a resina
cromatografica. Apesar de a ureia ndo ser carregada, quando em concentra¢fes acima de 0,5
M, ela interferiu na interacdo idnica provavelmente porque expds residuos de aminoacidos do
rhG-CSF que normalmente ficariam no interior da proteina, alterando assim a densidade de

cargas da molécula.
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Figura 38: Eletroforese das fracdes da cromatografia de troca catidnica em SP-Sepharose
para avaliacdo da eluicdo do rhG-CSF em diferentes pH. P) padrdo de massa molecular, 1)
entrada a pH 5,0, 2) fragdo ndo adsorvida, 3) reequilibrio, 4) elui¢do a pH 5,0, 5) eluicdo a pH
6,0, 6) primeiro pico da eluicdo a pH 7,0, 7) segundo pico da eluigdo pH a 7,0, 8) eluicédo a pH
8,0. Todas as fragOes de eluicdo contém 100 mM de NaCl.

A fracdo eluida a pH 5,0 apresentou a banda de rhG-CSF mais intensa e com maior
pureza (87%) (canaleta 4, Figura 38) em comparacdo com as demais fracbes coletadas
(canaletas 5 a 8, Figura 38), porém este pH ndo foi suficiente para eluir completamente a
proteina da resina, sendo a recuperagdo de apenas 1%. A fracdo eluida com pH 6,0 (canaleta
5, Figura 38) mostra impurezas visiveis. A eluicdo com pH 8,0 (canaleta 8, Figura 38)
tambeém apresentou duas bandas como nas fragdes de eluigdo da Figura 37, veja-se que ja nos
picos coletados a pH 7,0 (canaletas 6 e 7) aparecem as duas bandas.

De acordo com os resultados obtidos, o esquema de purificacdo estabelecido seria o
que esta esquematizado na Figura 39.
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Figura 39: Esquema geral de purificagdo definido para rhG-CSF a partir dos resultados
obtidos.

5.7 Comparacao dos processos de purificacdo de rhG-CSF a partir da biomassa dos
cultivos em meio de autoinducéo e HDF

O processo de purificacdo estabelecido (Figura 39) foi desenvolvido partindo de 25 ¢
de massa bacteriana Umida obtida do cultivo realizado em biorreator com meio de
autoinducé@o em batelada. Quando o mesmo processo de purificagdo foi realizado a partir do
material produzido em meio HDF n&o houve perda do rhG-CSF no sobrenadante depois da
centrifugacdo do homogenato para obter os Cl (Figuras 30 e 40), também ocorreu pequena
perda de rhG-CSF na primeira lavagem com ureia 1 M e a pureza foi aumentando a cada

etapa de purificacao.
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Figura 40: Andlise por eletroforese das etapas iniciais de purificacdo do rhG-CSF insoltvel
partir dos corpos de inclusdo (Cl) do meio HDF em batelada alimentada. P) padrdo de massa
molecular (LMW); L) homogenato; 1) sobrenadante obtido apds centrifugacdo do lisado
celular; 2, 3, 4) sobrenadantes obtidos ap6s a lavagem dos ClI com 1, 2 e 3 M de ureia,
respectivamente; 5) sobrenadante ap6s solubilizacdo dos ClI com ureia 8 M; 6) sobrenadante
apos a renaturacdo; 7) sobrenadante apos o ajuste de pH 5,0.

A Tabela 15 mostra as quantidades do rhG-CSF em cada etapa de purificagéo
desenvolvida partindo de cada meio avaliado.

Tabela 15: Comparagéo das etapas de purificagdo do rhG-CSF a partir da biomassa dos
cultivos em meio de autoinducdo e HDF em batelada alimentada.

Proteina total (mg) % relativa rhG-CSF (mg)  Recuperacéo global (%)
Fragdo Al HDF Al HDF Al HDF Al HDF
Homogenato 5036 4575 7,4 8,8 373,7 402,6 100 100
Solubilizado 624 1120 48,3 27,09 315 303,5 84 75,4
Renaturado 623 966 50,6 31,75 301 306,7 80 76,2
pH ajustado 603 810 70 48,62 422 394 112,9 97,8

Fragdo 100mM 1,62 0,8 78 79 1,0 0,59 0,25 0,15
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Apesar de as quantidades iniciais de rhG-CSF serem um pouco diferentes no
homogenato de cada cultivo, observe-se que elas sdo similares nas demais etapas do processo,
do solubilizado até a entrada na SP Sepharose (Tabela 15). A pureza final depois da
cromatografia foi de aproximadamente 80%, reproduzindo o resultado obtido quando rhG-
CSF foi eluido com 100 mM a pH 5,0 (Figura 39). A recuperacdo foi menor do que 1% em
ambos os casos. Na fracdo de limpeza da resina com NaOH 0,1 M saiu um pico bem definido
em ambas purificagdes, que ndo foi analisado, mas poderia conter o rhG-CSF que estivesse
ficado fortemente adsorvido a resina.

Partindo de meios de cultura diferentes, o resultado final do processo de purificacdo
foi semelhante, portanto, fizemos uma comparacao global entre esses meios como material de
partida da purificacdo do rhG-CSF. O meio de autoinducdo tem vérias vantagens sobre o HDF
em batelada alimentada: a estabilidade no meio de autoinducéo foi de 100 % na Ultima hora
de cultivo sem acréscimo de antibiotico, a lactose usada como indutor é adicionada desde o
inicio sem necessidade de monitorar o reator at¢ o momento ideal para adiciona-la, além
disso, com 31 h de cultivo em batelada obteve-se producdo de 1,17 g/L de rhG-CSF, enquanto
em HDF a producéo foi de 0,95 g/L em 37 h. Quanto ao cultivo em HDF, além de ter sido
mais longo (37 h), sdo necessarios monitoramento e controle para sua execucdo, e ele
requereu antibiotico na sua composicdo, tanto na fase batelada quanto no meio de
alimentacdo, e mesmo assim a estabilidade do plasmideo foi 17% na ultima hora do cultivo. O
antibidtico e a adicdo de IPTG junto com a lactose encareceram grandemente 0 processo,
além de o IPTG ser toxico para a célula. Fazendo um balango entre os custos dos meios de
cultura em cada processo, 0 HDF em batelada alimentada foi 2 vezes mais caro (R$ 1.037,00
por processo) do que o meio de autoinducdo em batelada (R$ 476,00 por processo), diferenca
marcada pela presenga da canamicina, do IPTG e do glicerol (Tabela 16). Portanto, 0 meio de
autoinducdo foi o mais recomendavel para obter o rhG-CSF em larga escala empregando o

vetor de expressdo pARKAN-I para produ¢do recombinante em E. coli.
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Tabela 16: Precos correspondentes as quantidades de cada componente dos meios avaliados

em biorreator para a produc¢do do rhG-CSF

Meio de Autoinducéo

Meio definido HDF

Nutrientes Quantidade * R$ Quantidade ** R$
Glicerol 4209 144,66 1041, 29 358,62
Glicose 7049 6,16 - -
Lactose 140 ¢ 112,70 24,24 g 21,39

Extrato levedura 359 19,81 - -
Phytone 709 87,27 - -
Acido Citrico - - 10,50 g 3,83
(NHa)2HPO,4 - - 24,71 ¢ 16,32

IPTG - - 1,57¢g 349,26
KH2PO4 23,89 18,49 82,159 63,83

NazHPO4 639 70,00 - -
NHCI 18,9 ¢ 9,03 - -
Na2SO4 499 3,53 - -

MgSO4_7H20 350 2,76 33,88¢g 26,73
Citrato férrico 705,6 mg 0,91 675,5 mg 0,87
CoClz_6H20 17,5 mg 0,081 20,7 mg 0,10
MnCl,_4H.0 105 mg 0,209 123,7 mg 0,25
CuCl2_2H20 10,5 mg 0,018 12,3 mg 0,02
HsBO3 21 mg 0,0053 23,8 mg 0,01
Na:MoOs_2H.0 14,7 mg 0,021 18,2 mg 0,03
Zn(CH3COOH),_H,0 236,6 mg 0,17 229,9 mg 0,17
EDTA 98,7 mg 0,06 104,3 mg 0,06
Tiamina 31,5 mg 0,07 187,6 mg 0,42
Canamicina - - 375,0 mg 195,00
Preco Total - 476,00 - 1037,00

*quantidades dos nutrientes calculadas para 7 L do meio de autoindugdo em batelada alimentada
** quantidade total dos nutrientes calculadas para 0 meio HDF (6 L do biorreator e 1,5 L do meio de

alimentacéo)
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5.8 Caracterizacdo do rhG-CSF purificado por Dicroismo Circular

As fracdes eluidas da cromatografia em SP-Sepharose com tampéo acetato 20 mM pH
5,0 e 100 mM de NaCl (item 5.6.11) obtidas a partir dos meios de autoinducdo e HDF em
batelada alimentada, foram concentradas e dialisadas com tampdao fosfato 10 mM pH 7,4.
Para verificar a estrutura secundaria da proteina purificada, o espectro de dicroismo circular
com luz polarizada de 185 nm a 260 nm foi obtido para cada amostra (Figura 41). O espectro
de dicroismo circular do rhG-CSF obtido a partir do meio de autoindugo é tipico de proteinas
ricas em a-hélices, o que significa que o rhG-CSF estd com a conformacéo correta, sendo
compativel com os resultados anteriormente descritos na literatura ( Gomes et al., 2012).
Porém o espectro do rhG-CSF obtido em HDF em batelada alimentada ndo cumpre

completamente com a conformagcéo correta.
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Figura 41: Espectros de dicroismo circular. Curvas obtidas por espectrofotometria com luz
polarizada do rhG-CSF purificado a partir do meio de autoindugdo (curva azul) e do meio
HDF em batelada alimentada (curva vermelha).

A deconvolucdo dos espectros obtidos por dicroismo circular foi realizada mediante o
algoritmo CDSSTR, analise que mostrou a estrutura secundaria esperada no caso do rhG-CSF
a partir do meio de autoinducdo coincidindo as percentagens das conformacdes com o
reportado por outros autores (Gomes et al., 2012; venkata et al., 2015c¢) e confirmou que a
estrutura do rhG-CSF purificado a partir do meio HDF nédo tem a conformacéo correta (Figura
42).
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Figura 42: Andélise de deconvolucédo realizada nos espectros de dicroismo circular do rhG-
CSF purificado a partir dos meios de cultura de autoinducéo (azul) e HDF (vermelho).

5.9 Ensaio in vivo da atividade bioldgica do rhG-CSF

Para realizar o ensaio in vivo em camundongos foi utilizada a fracdo eluida da
cromatografia em SP-Sepharose com tampéao acetato 20 mM pH 5,0 e 100 mM de NaCl (item
5.6.11). Ap6s o tratamento dos grupos de animais, o sangue foi coletado e foram preparadas
laminas para contagem diferencial de leucécitos. O sangue dos animais também foi
empregado para contagem das células brancas (WBC), células vermelhas (RBC),
hemoglobina (HGB), hematdcrito (HCT), plaquetas (PLT), tamanho médio das plaquetas
(MCV), hemoglobina globular média (MCH) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (MCHC) no aparelho ABC Wet (Tabela 17).

Foi encontrada distribuicdo normal das medidas obtidas para RBC, HGB, HCT e PLT,
por isso esses dados foram analisados por One Way Anova e teste Dunmet. Os resultados para
MCV, MCH e MCHC néo tiveram distribuicdo normal e foram processados mediante o teste
ndo paramétrico Dums All Pains. Em ambos os casos a diferenga foi considerada

estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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Tabela 17: Resultados das leituras dos parametros do sangue coletado nos 4 grupos
experimentais, utilizando o modelo de neutropenia induzida.

RBC HGB HCT PLT MCV MCH MCHC
Grupo  (10°/mm?3) (g/dl) (%) (103/mm?) (fL) (pg) (g/dl)
1 6,02 8,75 26,73 358,4 44,38 14,86 33,51
2 5,27 7,58 23,26 474,4 43,88 14,27 31,88
3 5,56 7,99 24,15 434,19 43,31 14,36 33,14
4 5,53 8,14 24,41 296,93 44,31 14,71 33,33

Células vermelhas (RBC), hemoglobina (HGB), hematdcrito (HCT), plaquetas (PLT),
volume médio das plaquetas (MCV), hemoglobina globular média (MCH) e concentracao de
hemoglobina corpuscular média (MCHC)

Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os 4 grupos do ensaio nos
valores de nenhum dos parametros determinados nas amostras de sangue que estdo mostrados
na Tabela 17.Este resultado demonstra que os tratamentos aplicados com rhG-CSF purificado
e Granolokine ndo tiveram efeito sobre as células vermelhas e as plaquetas do sangue. Por
outro lado, eles afetaram a contagem de células brancas e a contagem de neutréfilos (Figura
43).

* %k
* %

%k %k %k
304 o * % -

204
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104

WBC (x10°células/mL)

Figura 43: Resultados da (A) concentragdo das células brancas no sangue (WBC) e (B)
porcentagem de neutrofilos nos 4 grupos experimentais indicados nas abscissas (n=8 em cada
grupo). A significancia estatistica analisada por One Way ANOVA, teste Dummet, esta
indicada pelo asterisco: * p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,0001

Veja-se que tanto o grupo controle como aquele com neutropenia induzida pela

ciclofosfamida e que ndo recebeu tratamento, mostraram diferengas estatisticamente
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significativas com relacdo aos grupos tratados (rhG-CSF purificado e Granulokine), tanto na
percentagem de neutréfilos como na quantidade de células brancas (WBC). A atividade
bioldgica in vivo do rh-GCSF purificado (Nartograstim) foi estatisticamente indistinguivel
quando comparada com o medicamento de referéncia, Granulokine, j& comercializado para
tratamento da neutropenia. Pelos resultados, afirmamos que o rhG-CSF purificado mediante o
processo de purificacdo estabelecido (Figura 39) foi capaz de aumentar o numero de glébulos
brancos e de neutréfilos apos 5 dias da inducdo de neutropenia. Ndo houve diferenga
estatistica entre o grupo controle e aquele que recebeu ciclofosfamida sem tratamento, nem na
contagem de neutrofilos nem nas WBC. O esperado era que ap6s a administracdo de
ciclofosfamida, diminuiria a contagem dessas células, pois esse modelo de neutropenia

induzida ja foi utilizado por Gomes et al. (2012).
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6 DISCUSSAO

Nosso trabalho teve como objetivo principal desenvolver um método para obtencéo do
rhG-CSF em larga escala, desde o cultivo até a purificacdo. Os meios de cultura avaliados em
frasco ja& tinham sido utilizados por outros autores para cultivo de E. coli recombinante em
pequena escala: Silva et al. (2007) empregaram 2YT e Santos (2012) comparou 0s meios de
autoinducdo e definido. Santos (2012) realizou cultivos em frascos com definido e de
autoinducdo para obter a proteina PspA4Pro e observou que o meio de autoindugdo teve
maior velocidade especifica de crescimento e formacdo de biomassa. Campani et al. (2016)
também utilizaram o meio de autoinducdo para cultivo em modo batelada para obter a
proteina PspA4Pro em biorreator, reportando 30 g/L de massa seca. Vélez et al. (2014)
compararam cultivos em biorreator em modo batelada alimentada com meio quimicamente
definido induzido por IPTG e com meio de autoinducédo, induzido por lactose, e também
verificaram que o meio de autoinducdo teve maior biomassa e producdo da proteina de
interesse.

Dentre as variantes avaliadas neste trabalho nos cultivos realizados em frascos
agitados para 0 meio de autoinducdo, aquela com lactose desde o inicio teve maiores
velocidade especifica de crescimento, estabilidade plasmidial e concentracdo de biomassa.
Quando comparamos os cultivos realizados em biorreator, aguele com meio de autoinducéo
propiciou também maior producédo de rhG-CSF e elevada estabilidade do plasmideo. Segundo
Xu et al (2012), os cultivos de E. coli recombinante em meio de autoindugdo com lactose
desde o inicio permitem alcancar maiores quantidades da proteina de interesse sem ter que
definir o momento mais apropriado para adicionar o indutor. O meio de autoinducdo é uma
estratégia interessante para produzir proteinas recombinantes em modo batelada, tendo em
conta que essa € uma modalidade rapida e facil de realizar em qualquer laboratério ou
inddstria (Santos, 2012). Neste trabalho, a velocidade mé&xima de crescimento dos cultivos em
biorreator foi 0,3 h'! tanto para 0 meio de autoinducdo como para 0 meio HDF. Venkata et al.
(2008a) cultivaram E. coli em 3 L para obter rhG-CSF utilizando meio complexo com
ampicilina e durante a alimentagdo mantiveram paim em 0,3 h't, valor que de acordo com os
autores garante baixa producao de acetato e evita a perda do plasmideo.

Para evitar a perda do plasmideo, uma das estratégias mais comuns é nele inserir um
gene de resisténcia a um antibiotico como marca de sele¢do e adicionar esse antibidtico ao
meio de cultivo. O antibiotico gera uma pressdo seletiva para que as células retenham o

plasmideo que contém também o gene da proteina alvo, portanto geralmente os meios de
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cultura de E. coli recombinante contém antibidtico em sua composi¢do (Goyal et al., 2009).
Desse modo, todos os artigos encontrados na literatura utilizaram meio definido em batelada
alimentada (Kim et al., 2014; Vemula et al., 2015b, Babaeipour et al., 2015) ou meio
complexo LB em batelada (Venkata et al., 2008a; Vemula et al., 2015c) para obtencdo do
rhG-CSF, todos eles com acréscimo de antibiotico. Em nosso caso, nos cultivos com meio
complexo 2YT, a estabilidade do pARKAN-I/rhG-CSF foi maior que 95% na ultima hora de
inducdo nos cultivos em frascos, mesmo sem adi¢do de antibiotico. Além disso, até onde
sabemos, esta é a primeira vez que o meio de autoinducdo é empregado em reator em modo
batelada para obtencdo do rhG-CSF sem adi¢édo de antibiotico.

Apesar de haver pouca informacdo na literatura sobre a estabilidade de plasmideos,
alguns artigos relatam os valores de percentagem de colénias resistentes ao antibiético para
avaliacdo da retencdo plasmidial durante culturas de E. coli recombinante em frascos e em
biorreator (Tabela 18). Os valores de estabilidade do plasmideo encontrados na literatura de
construcdes para obtencdo de proteinas recombinantes em meios complexos também sao
elevados (Tabela 18), mas em todos os casos foi acrescentado o antibidtico ao meio de
cultura, corroborando o papel da sequéncia pAR na estabilidade do nosso plasmideo (Chang
etal., 1987; Liu et al., 2005; Ptacin et al., 2010; Eguia et al., 2018).
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Tabela 18: Estabilidade de construcdes utilizadas em cultivos com meio complexo de E. coli
recombinante em frascos agitados e biorreator

Construcao Meio cultura Temp % resisténcia  Referéncia
PARKAN-1/rhG-CSF 2YT sem 37°C 100 Equia et al., 2018
antib
pT101/D-TOPO LB + Amp 24 °C 89 Vélez et al., 2014
’km
§ pET28b/clpP LB sem 37 °C 5 Einsfeldt et al,
s antib 2011
=
pAE- pspAlp 2YT + Amp 37 °C 6 Silva et al, 2007
pAE- pspA3p 2YT + Amp 37 °C 0 Silva et al, 2007
pARKAN-1/rhG-CSF Autoind sem 30 °C 100 este trabalho
% antib
*®
= pET37+/PspA4Pro Autoind + 25 °C 94 Campani et al.,
§ Kan 2016
~ pT101-PGA Autoind + 20 °C 80 Vélez et al., 2014
Amp

* apos 4h de inducdo com IPTG; ** ao final do cultivo; Amp — ampicilina; Kan —
canamicina; sem antib — sem antibiotico.

Einsfeld et al. (2011) avaliaram a influéncia da concentracdo de IPTG e canamicina na
producdo da proteina recombinante CIpP e reportaram apenas 5% de colénias resistentes apds
indugdo com IPTG 1mM, sem canamicina no meio LB. Comparando nosso plasmideo com o
PET28b desse estudo, podemos dizer que nossa construcao foi 19 vezes mais estavel.

A lactose ja tinha sido usada por varios autores como indutor da sintese de proteina
recombinante em cultivos de E. coli (Santos, 2012; Carvalho et al 2012; Veléz et al., 2014;
Dvorak et al., 2015; Campani et al., 2016) pelas vantagens que tem sobre o IPTG. Nossos
resultados também apontaram a lactose como melhor indutor que o IPTG e, até onde
sabemos, ndo hé relatos na literatura de cultivos para obtencéo do rhG-CSF a partir de E. coli
utilizando a lactose como indutor.

O meio definido HDF tambem foi avaliado para cultivo em biorreator por ser um dos
mais usados para atingir alta concentracdo celular de E. coli recombinante. Nos cultivos
realizados com HDF em batelada e batelada alimentada foi utilizado o glicerol como fonte de

carbono e as concentracGes de acetato foram menores que 0,4 g/L desde o inicio dos cultivos.



110

O glicerol tem sido usado como fonte de carbono alternativa a glicose (Sargo, 2011; Carvalho
et al 2012; Xiao et al., 2018), porque gera menos acetato ao ser metabolizado na célula. Sem
glicose no meio, 0 acetato ndo se acumula porque o glicerol é assimilado mais lentamente
pela célula. As avaliacBes experimentais de Enjalbert et al. (2017) confirmaram que a
producdo de acetato pode ser reduzida e até revertida, baseando-se no duplo papel da via
fosfato acetil transferase — acetato kinase (Pta-AckA), que pode passar rapidamente da
producdo de acetato ao consumo, dependendo apenas da sua concentracdo extracelular. As
celulas de E. coli que crescem em condicgdes de excesso de glicose produzem acetato, mas o
consomem apenas apos a glicose ser totalmente consumida, por causa da repressao catabolica
exercida pela glicose na utilizacdo de acetato. Essa descoberta destaca o duplo papel da via
Pta-AckA na producdo e consumo de acetato durante o crescimento em substratos glicoliticos,
e expande significativamente as capacidades metabodlicas de E. coli, pois indica que ela é
capaz de consumir acetato como fonte de carbono e energia para o crescimento microbiano.
Existem varios métodos utilizados para renaturar proteinas recombinantes: dialise e
diafiltragdo para pequena e média escala e diluicdo e cromatografia para larga escala.
Especificamente para renaturar o rhG-CSF ja foi usada a dialise (Windfiled et al., 1988; Vanz
et al., 2008; Gomes et al., 2012); diafiltracdo (Venkata et al., 2008b), diluicdo direta (Cheng et
al., 2008; Venkata et al 2008a; Kim et al., 2014; Vemula et al., 2015b; Vemula et al., 2015c;
Babaeipour et al., 2015) e cromatografia (Wang et al., 2009). Neste trabalho, 0 método de
renaturacdo por didlise foi Gtil para determinar a concentracdo proteica que permite atingir
maior percentagem de renaturacdo. A diafiltracdo foi ligeiramente mais efetiva que a diélise
(Tabela 19), talvez se a diafiltracdo fosse feita usando 20 pg/mL de concentracdo proteica, ou
550 pg/mL como conseguido no tampdo com glicerol e sem arginina, para eliminar a ureia, o

resultado poderia ter sido melhor, sabendo que este método é mais rapido que a dialise.

Tabela 19: Comparacdo das percentagens de renaturacdo do rhG-CSF pelos métodos
utilizados neste trabalho

Método de renaturacéo % de renaturacgao
Diluicdo em tampéao com glicerol e arginina 33
Diluicdo em tampéo com glicerol e sem arginina 95298
Diafiltracdo 5 kDa 3,09
Diélise 2,36

A diluicdo direta tem sido o método mais usado pelos autores para renaturar o rhG-

CSF obtido na forma de CI, em qualquer escala de producdo, mas ¢é usado fundamentalmente
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em larga escala, pois neste método ndo € necessario monitorar pressao e vazdo durante o
processo, como no caso da diafiltracdo. Cheng et al. (2008) usaram arginina em 0,75 M e
relataram 65% de renaturacdo; Vemula et al. (2015b) definiram 10% de glicerol como a
melhor concentracdo para renaturar o rhG-CSF, porém ndo mostraram as percentagens de
renaturacdo alcancadas; e Kim et al. (2014) determinaram que a diluicdo deveria atingir a
concentracdo proteica de 1 mg/mL.

O método de diluicdo em tampédo com arginina avaliado neste trabalho atingiu apenas
33 % de renaturagdo (Tabela 19). A arginina em concentracfes de 0,5-2 M é um agente muito
utilizado como estabilizador na renaturacdo por diluicdo e dialise, e foi comprovado que 0s
grupos de guanidina presentes nessa substancia interagem com o triptofano da estrutura da
proteina (Tsumoto et al., 2004). Chen et al (2008) mostraram que a funcdo supressora de
agregacdo da arginina age fundamentalmente sobre os agregados de G-CSF formados pela
interacdo das zonas hidrofébicas intermoleculares. Além disso, demostraram que na presenca
de arginina 1 M ainda existiam agregados formados por ligacdo covalente. Esta ultima
questdo poderia explicar porque o tamp&o com arginina (0,5 M) atingiu menor percentagem
de renaturagdo, mesmo tendo na sua composicdo o glicerol 10%, que também € uma
substancia estabilizadora, . Outros autores que utilizaram o método de diluicdo foram Vallejo
et al. (2002), que obtiveram 60% de renaturacdo da rhBMP-2 quando a concentracdo proteica
foi 20 pg/mL, percentagem de renaturacdo superior a nossa em tampao com arginina, e
Gieseler et al. (2017), que usaram o mesmo método de Vallejo mas ndo reportaram a
porcentagem de renaturagéo obtida.

A diluicdo direta com tampdo com glicerol e sem arginina atingiu a maior
percentagem de renaturacdo, em torno 100% (Tabela 19). A arginina e o glicerol sdo agentes
muito utilizados como estabilizadores na renaturacdo por diluicdo (Tsumoto et al., 2004).
Propde-se que o glicerol interaja com zonas de hidrofobicidade, atuando como interface
anfifilica entre a superficie hidrofébica e o solvente polar, evitando a agregacdo proteica
(Vagenende et al., 2009).

Haviamos proposto que a concentracdo Otima para renaturar o rhG-CSF por diluicdo
determinada no item 5.6.6 seria de 20 pg/mL, porém o tampédo sem arginina admitiu maior
concentracédo proteica ao final da etapa de renaturacdo, chegando a 550 mg/mL (item 5.6.9).
Entretanto, a concentracdo de ureia remanescente (1,0 M a 1,5 M) quando essa concentragao
proteica foi atingida interferiu na cromatografia de troca idnica e, portanto, foi necessario
diluir o material renaturado até que a concentracdo de ureia fosse < 0,5 M para se alcancar

sucesso na cromatografia. Zhao et al. (2014) compararam diluicdo e ultrafiltracdo para
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renaturar rhG-CSF e alcangaram maiores percentagens de renaturacdo com a diluicéo direta.
Esses autores também avaliaram concentracbes da proteina entre 100 e 1000 pg/mL,
atingindo melhor renaturagéo naquela de menor concentracéo proteica.

Kim et al. (2013) utilizou o ajuste de pH durante a purificacdo do rhG-CSF para
eliminar proteinas contaminantes usando os valores de 5,5; 6,5 e 7,5. As amostras de entrada
da cromatografia de troca catidbnica em SP-Sepharose foram ajustadas a pH entre 4,5e 55 e
foi observada precipitacdo em todas elas depois de pelo menos 12 h, semelhante ao relatado
por Kim et al. (2013).

Sdo diversos os métodos cromatograficos propostos para purificar o rhG-CSF depois
da etapa de renaturacdo: interacdo hidrofébica (Wang et al., 2012), gel filtracdo (Babaeipour
et el., 2015) e troca idnica. A maioria dos trabalhos usa mais uma etapa cromatografica para
obter a pureza adequada (Kim et al., 2014; Venkata et al., 2008a, Babaeipour et el., 2015).
Gomes et al (2012) e Venkata et al (2008a) usaram troca catidnica em SP-Sepharose. No
primeiro caso, eluiram o rhG-CSF com NaCl 100 mM em tampéo fosfato 20 mM pH 8,0 e
ndo relataram a pureza final nem a recuperacdo. No segundo caso, eluiram o rhG-CSF com
100 mM Tris pH 8,0 e reportaram baixa recuperacdo apds a eluicdo devido a formacéo de
agregados, porém sem mostrar o0 valor de recuperacao obtido. Os autores argumentaram que a
formacéo de agregados é consequéncia do contato da proteina com o tampéao de eluicdo a pH
8,0, 0 que poderia ativar o residuo da cisteina livre (Cysi7) e provocar a formacéo intra e
intermolecular de ligagdes dissulfeto. Venkata et al. (2008b) realizaram apenas a gel filtracdo
para a troca de tampdo (desalting) apds a renaturacdo e obtiveram recuperacdo de 69% e
pureza de 100%, provavelmente a maior recuperacdo deve-se a auséncia de interacdo da
proteina com a resina neste tipo de cromatografia. Neste trabalho, tentamos purificar o rhG-
CSF a partir do material renaturado empregando o sistema LabScale com um conjunto de 3
membranas de 5 kDa de corte nominal (area filtrante total de 150 cm?) em lugar da
cromatografia, uma vez que a pureza relativa de rhG-CSF nesta etapa estava bastante elevada
(70 % de pureza). O material renaturado foi concentrado até 200 mL e diafiltrado a volume
constante com 1,2 L de tampéo fosfato 10 mM pH 7,4. Esperavamos assim eliminar proteinas
menores que 5 kDa, porém na amostra concentrada obtida ao final dessa etapa apareceram
bandas de maior tamanho que o rhG-CSF e que provavelmente estavam em concentracdo
muito baixa para serem observadas anteriormente no material renaturado.

Gieseler et al. (2017) reportaram uma recuperacdo global de apenas 2 % e pureza
superior ao 90% depois de purificar a proteina rhBMP-2 utilizando cromatografia de troca

catidnica. Em nosso trabalho foi utilizada a cromatografia em SP-Sepharose para purificar
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rhG-CSF partindo-se dos renaturados obtidos por meio dos diferentes métodos de
renaturacdo avaliados, porém a recuperacéo foi baixa em todas as cromatografias realizadas.
A maior recuperacgdo, 7,46%, foi alcancada a partir do pool dos renaturados por diélise e
diafiltragdo (item 5.6.5) e a menor, 1%, a partir do renaturado em tampdo sem arginina
(item 5.6.10), valor similar ao de Gieseler et al. (2017), mas com pureza menor que a dele
(80%). Existem poucos dados na literatura que relatam a recuperacdo global ou por etapas
apos a purificacdo de proteinas recombinantes obtidas em ClI, excecdes feitas aos trabalhos
ja citados de Venkata et al. (2008b) e Gieseler et al. (2017). Assim, é razoavel se inferir que a
recuperacao deva ser baixa na grande maioria dos casos de proteinas recombinantes obtidas
na forma insolGvel. Dai também o grande interesse por estratégias para obtencdo soluvel
(Hajinia et al., 2012; Bashir et al., 2015). Apesar da baixa recuperacdo nas fracGes eluidas
da SP-Sepharose, partindo tanto do material obtido em meio de autoinducdo em batelada
como em meio HDF em batelada alimentada (item 5.7), a estrutura do rhG-CSF purificado a
partir do material obtido com meio de autoinducdo estava com a conformacdo correta e
biologicamente ativa, o que foi demonstrado por dicroismo circular (item 5.8) e pelo ensaio

de atividade bioldgica in vivo em camundongos (item 5.9).



114

7 CONCLUSOES

» O plasmideo pARKAN-I/rhG-CSF foi altamente estdvel nos meios de cultura
complexos avaliados, mesmo sem acréscimo de antibiotico, o que permite reduzir os
custos de producdo e obter o rhG-CSF com um vetor sem restricdes de propriedade

intelectual e protecédo de patente.

» Em meio quimicamente definido, HDF, foi necessario acrescentar canamicina a

cultura a fim de aumentar a retencdo do plasmideo pARKAN-1/rhG-CSF.

» O plasmideo pARKAN-I/rhG-CSF foi mais estavel em meio HDF quando se diminuiu
a concentracdo do IPTG de 1,0 para 0,1 mM e a temperatura de 37 °C para 30 °C

durante a indugéo.

» O glicerol usado como fonte de carbono nos cultivos com meio definido HDF levou a

baixa formacéo de acetato, que ndo ultrapassou 0,4 g/L.

» A producdo de rhG-CSF em biorreator com meio de autoinducdo em batelada
mostrou-se economicamente mais vantajosa do que em HDF em batelada alimentada,
pois no meio de autoinducdo o cultivo requer menos tempo, ndo € necessario

acrescentar nem canamicina nem IPTG e a quantidade de glicerol empregada € menor.

» O rhG-CSF foi produzido satisfatoriamente em biorreator, sendo o meio de
autoinducdo que permitiu maior estabilidade do plasmideo e maior producdo da
proteina frente ao meio definido HDF em batelada alimentada.

» A renaturacdo por diluicdo direta em tampdo tris 20 mM pH 8,0, EDTA 2 mM, Triton
X-100 a 0,1 %(m/v) e glicerol 10%(m/v) foi o método de maior percentagem de

renaturacéo.

» O ajuste de pH do material renaturado em valores inferiores a 6,0 durante o0 processo
de purificacdo do rhG-CSF propiciou a eliminagdo de impurezas no precipitado

formado.
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» O processo de purificacdo estabelecido permitiu obter o rhG-CSF com a estrutura
secundaria esperada e biologicamente ativa.



116

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alvarez, PA., Berezin, EN., Mimica, MJ., 2014, Etiologia das infecces em
criangascomneutropeniafebril pos-quimioterapia. Arq Med Hosp Fac Cienc Med Santa Casa
Séo Paulo, v.1, p .40-42.

Babaeipour, V., Khanchezar, S., Mofid, MR., Abbas, MPH, 2015, Efficient Process
Development of Recombinant Human Granulocyte Colony-Stimulating Factor (rh-GCSF)
Production in Escherichia coli Iranian Biomedical Journal, v. 19 (2), p. 102-110.

Baneyx, F., 1999, Recombinant protein expression in Escherichia coli: Curr Opin Biotechnol,
v. 10, p. 411-21.

Bashir, S., Sadaf, S., Ahmad, S., Akhtar, MW., 2015, Enhanced and Secretory Expression of
Human Granulocyte Colony Stimulating Factor by Bacillus subtilis SCK6: Biomed Res Int, v.
2015, p. 636249.

Bashir, H., Ahmed, N., Khan, MA., Zafar, AU., Tahir, S., Khan, MI., Khan, F., Husnain,T.,
2016, Simple procedure applying lactose induction and one-step purification for high-yield
production of rhCIFN: Biotechnol Appl Biochem, v. 63, p. 708-714.

Baxter, JC., Funnell, BE., 2014, Plasmid partition mechanisms. Microbiol Spectrum 2:PLAS-
0023-2014. doi:10.1128/microbiolspec.PLAS-0023-2014.

Belldo, C., 2005, Avaliacdo de fontes de carbono e condigfes de inducdo na expressao de
canacistatina em Escherichia coli BL21 (DE3), Universidade de Sdo Carlos, Séo Paulo.

Berg, J. M., Tymoczko, J. L., Stryer L, 2002, Biochemistry, 5" Edition: ISBN-10: 0-7167-
3051-0 Disponivel em <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22512/>

Bishop, B., Koay, DC., Sartorelli, AC., Regan, L., 2001, Reengineering granulocyte colony-
stimulating factor for enhanced stability: J Biol Chem, v. 276, p. 33465-70.

Boneberg, EM., Hartung T., 2002, Molecular aspects of anti-inflammatory action of G-
CSF:Inflamm Res, v. 51, p. 119-28.

Brasil. Ministério da Salde: homepage on the Internet. Disponivel em: http://
portal.saude.gov.br/saude. [2009 out 20]. Acesso em 18 de Junho de 2017

Brasil. Ministério da Saude, 2015, Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
INCA.http://wwwz2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/agencianoticias/site/home/noticias/2015/br
asil_cria_medicamentos_contra_efeitos_colaterais_do_tratamento_de_cancer. Acesso em 18
de Junho de 2017

Brasil. Ministério da Saude. 2015 Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
— INCA. Tratamento do cancer. Estimativa 2016: incidéncia de cancer no Brasil. Rio de
Janeiro: INCA,; p., 122 2015. Disponivel em <
http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/tiposdecancer/site/home/leucemia/definicao>.
Acesso em 18 de Junho de 2017



117

Brasil. Ministério da Saude, 2017, Pertuzumabe para o tratamento do cancer de mama HER2-
positivo metastatico em primeira linha de tratamento associado ao trastuzumabe e docetaxel.
Relatdrio de Recomendacéo Disponivel
em:<http://conitec.gov.br/images/Consultas/Relatorios/2017/Relatorio_PertuzumabeTrastuzu
mabe_CA_Mama_CP13_2017.pdf > Acesso em 18 de Junho de 2017

Brasil. Ministério da Saude, 2016, Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
— INCA. Estimativa 2016: Incidéncia de Cancer no Brasil. Rio de Janeiro, p. 122.

Brown, TA., 2003, Clonagem génica e analise de DNA-uma introducdo, Porto Alegre,
Artmed.

Brooks AC., Hwang LC., 2017, Reconstitutions of plasmid partition systems and their
mechanisms, Plasmid, v. 91, p. 37-41.

Campani, G., Silva, GG., Horta, ACL., Badino, AC., Giordano, RC., Goncalves, VM.,
Zangirolami, TC.,2016, Recombinant protein production by engineered Escherichia coli in a
pressurized airlift bioreactor: A techno-economic analysis, Chem Eng Process, v. 103, p. 63-
69.

Carvalho, RJ., Cabrera-Crespo, J., Tanizaki, MM., Gongalves VM., 2012, Development of
production and purification processes of recombinant fragment of pneumocoCxal surface
protein A in Escherichia coli using different carbon sources and chromatography sequences:
Appl Microbiol Biotechnol, v. 94, p. 683-94.

Champe, PC., Harvey, RA., Ferrier, DR., 2009, Bioquimica llustrada, Artmed. Porto Alegre,
p. 520.

Chang, S., Chang, SY., Gray , O., 1987, Structural and genetic analyses of a par locus that
regulates plasmid partition in Bacillus subtilis: J Bacteriol, v. 169, p. 3952-62.

Chen, J,, Liu, Y., Wang, Y., Ding, H., Su, Z., 2008, Different effects of L-arginine on protein
refolding: suppressing aggregates of hydrophobic interaction, not covalent binding:
Biotechnol Prog, v. 24, p. 1365-72.

Choin, H. J., Keum. K., Lee. S.Y., 2006, Production of recombinante protein by high cell
density culture of Escherichia coli, Chemical Engineering Science, v. 61, p. 876-885.

Clark, S. C., and Kamen , R., 1987, The human hematopoietic colony-stimulating factors:
Science, v. 236, p. 1229-37.

da Silva, AJ., Horta, AC., Velez, AM., lemma, MR., Sargo, CR., Giordano, RL., Novo, MT.,
Giordano, RC., Zangirolami, TC., 2013, Non-conventional induction strategies for production
of subunit swine erysipelas vaCxine antigen in rE. coli fed-batch cultures: Springerplus, v. 2,
p. 322.

Dantas, N. S., Silva, R., 2006, Manual de Medicamentos Excepcionais: Brasilia.



118

De Spiegeleer, P., Sermon, J., Lietaert, A., Aertsen, A., Michiels, CW., 2004, Source of
tryptone in growth medium affects oxidative stress resistance in Escherichia coli: J Appl
Microbiol, v. 97, p. 124-33.

Dos Santos, M., 2012, Avaliacdo da temperatura de inducdo e de fontes de nitrogénio na
producdo da proteina de superficie de Streptococcus pneumoniae em Escherichia
coli. recombinante, Universidade de Sao Carlos.

Du, W.,, Song, Y., Liu, M., Yang, H., Zhang, Y., Fan, Y., Luo, X, Li, Z., Wang, N., He, H.,
Zhou, H., Ma, W., Zhang, T., 2016, Gene expression pattern analysis of a recombinant
Escherichia coli strain possessing high growth and lycopene production capability when using
fructose as carbon source: Biotechnol Lett, v.38, p.1571-1577.

Dvorak, P., Chrast, L., Nikel, PI., Fedr, R., Soucek, K., Sedlackova, M., Chaloupkova, R., de
Lorenzo,V., Prokop, Z., Damborsky, J., 2015, Exacerbation of substrate toxicity by IPTG in
Escherichia coli BL21(DE3) carrying a synthetic metabolic pathway: Microb Cell Fact, v. 14,
p. 201.

Equia, FAP., Ramos, HR., Kraschowetz, S., Omote, D., Ramos CRR., Ho, PL., Carvalho, E.,
Gongalves., 2018, A new vector for heterologous gene expression in Escherichia coli with
increased stability in the absence of antibiotic: Plasmid (Submetido).

Einsfeldt, K., Severo Janior, JB., Corréa Argondizzo, AP., Medeiros, M.A., Alves, TL.,
Almeida, RV., Larentis, AL., 2011, Cloning and expression of protease ClpP from
Streptococcus pneumoniae in Escherichia coli: study of the influence of kanamycin and IPTG
concentration on cell growth, recombinant protein production and plasmid stability: Vaccine,
v. 29, p. 7136-43.

Eiteman, MA., Altman, E., 2006, Overcoming acetate in Escherichia coli recombinant protein
fermentations: Trends Biotechnol, v. 24, p. 530-6.

Encarnagédo, A., Almeida, C., Brum, P., Karele, S., 2005, Projeto de uma planta para a
producdo de G-CSF recombinante [Trabalho de conclusdo de curso (Engenharia Quimica).
Rio de Janeiro, Brasil: Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Friehs, K., 2004, Plasmid copy number and plasmid stability: Adv Biochem Eng Biotechnol,
v. 86, p. 47-82.

Field, CM., Summers, DK., 2011, Multicopy plasmid stability: revisiting the dimer
catastrophe, J of Theoretical Biology, v. 29, p.119-127.

Fiocruz, 2016, https://portal.fiocruz.br/noticia/fiocruz-inaugura-novo-centro-de-producao-de-
insumos-para-o-sus. Acesso em 09 de abril de 2018.

Fukunaga, R., Seto , Y., Mizushima, S., Nagata, S., 1990, Three different mMRNAs encoding
human granulocyte colony-stimulating factor receptor: Proc Natl Acad Sci U S A, v. 87, p.
8702-6.

Garcia-Carbonero, R., Mayordomo, JI., Tornamira, MV., LoOpez-Brea, M., Rueda, A.,
Guillem, V., Arcediano, A., Yubero, A., Ribera, F., Gébmez, C., Trés, A., Pérez-Gracia, JL.,



119

Lumbreras, C., Hornedo, J., Cortés-Funes, H., Paz-Ares, L., 2001, Granulocyte colony-
stimulating factor in the treatment of high-risk febrile neutropenia: a multicenter randomized
trial: J Natl Cancer Inst, v. 93, p. 31-8.

Gerdes, K., Molin, S., 1986, Partitioning of plasmid R1. Structural and functional analysis of
the parA locus: J Mol Biol, v. 190, p. 269-79.

Gerdes, K., Muller-Jensen, J., Jensen, R.B., 2000, Plasmid and chromosome
partitioning:surprises from phylogeny, Molecular Microbiology, v. 3, p. 455-466.

Gerdes, K., Howard, M., Szardenings, F., 2010, Pushing and pulling in prokariotic DNA
segregation, Cell, v. 141, p. 927-942.

Gieseler, G., Pepelanova, 1., Stuckenberg, L., Villain, L., N6lle, V., Odenthal, U., Beutel, S.,
Rinas, U., Scheper, T., 2017, Purification of bone morphogenetic protein-2 from refolding
mixtures using mixed-mode membrane chromatography, Appl Microbiol Biotechnol, v.101,
p.123-130.

Gombert, AK., and Kilikian, BV., 1998, Recombinant gene expression in Escherichia coli
cultivation using lactose as inducer: J Biotechnol, v. 60, p. 47-54.

Gomes, FR., Maluenda, AC., Téapias, JO., Oliveira, FL., S&-Rocha, LC., Carvalho, E., Ho,
PL., 2012, Expression of recombinant human mutant granulocyte colony stimulating factor
(Nartograstim) in Escherichia coli: World J Microbiol Biotechnol, v. 28, p. 2593-600.

Goyal, D., Sahni, G., Sahoo, DK., 2009, Enhanced production of recombinant streptokinase in
Escherichia coli using fed-batch culture, Bioresour Technol, v.100, p. 4468-4474.

Hé&gg, P., de Pohl JW., Abdulkarim, F., Isaksson, LA., 2004, A host/plasmid system that is not
dependent on antibiotics and antibiotic resistance genes for stable plasmid maintenance in
Escherichia coli: J Biotechnol, v. 111, p. 17-30.

Hajinia, E., Fatemi, SS., Karkhane, AA., Akbar, A., Safekordi, AA., Yakhchali, B., 2012,
Optimization of secretory expression of recombinant hGM-CSF in high cell density
cultivation of recombinant Escherichia coli using Taguchi statistical method Iranian Journal
of Biotechnology, v. 10, No. 4, October 2012.

Holloway, CJ., 1994, Applications of recombinant DNA technology in the production of
glycosylated recombinant human granulocyte colony stimulating factor: Eur J Cancer, v. 30A
Suppl 3, p. S2-6.

Horta, AC., Sargo, CR., da Silva, AJ., de Carvalho, GAM., Dos Santos, MP., Gongalves,
VM., Zangirolami, TC., de Campos, GR., 2012, Intensification of high cell-density
cultivations of rE. coli for production of S. pneumoniae antigenic surface protein, PSpA3,
using model-based adaptive control, Bioprocess Biosyst Eng, v. 35, p.1269-1280.

Hubel, K., Engert, A., 2003, Clinical applications of granulocyte colony-stimulating factor:
an update and summary: Ann Hematol, v. 82, p. 207-13.



120

Jevsevar, S., Gaberc-Porekar, V., Fonda, I., Podobnik, B., Grdadolnik, J., Menart, V., 2005,
Production of nonclassical inclusion bodies from which correctly folded protein can be
extracted: Biotechnol Prog, v. 21, p. 632-9.

Johansson, L., Liden, G., 2006, A study of long-term effects on plasmid-containing
Escherichia  coli in carbon-limited chemostat using 2D-fluorescence spectrofluorometry,
Biotechnol Prog, v. 22, p.1132-1139.

Kilikian, BV., Suarez ID., Liria, CW., Gombert, AK., 2000, Process strategies to improve
heterologous protein production in Escherichia coli under lactose or IPTG induction.: Process
Biochemistry, v. 35, p. 1019-1025.

Kim, CK., Lee, CH., Lee S-B., Oh, J-W., 2013, Simplified Large-Scale Refolding,
Purification, and Characterization of Recombinant Human Granulocyte-Colony Stimulating
Factor in Escherichia coli: Plos One, v. 8.

Kim,CK., Choi, JH., Lee, SB., Lee, SM., Oh, JW., 2014, Expression and Purification of
Recombinant Human Granulocyte Colony-Stimulating Factor in Fed-Batch Culture of
Escherichia coli Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 172, p. 2425-2435.

Korz, DJ., Rinas , U., Hellmuth, K., Sanders, EA., Deckwer WD., 1995, Simple fed-batch
technique for high cell density cultivation of Escherichia coli: J Biotechnol, v. 39, p. 59-65.

Kuga, T., Komatsu, Y., Yamasaki, M., Sekine, S., Miyaji, H., Nishi, T., Sato, M., Yokoo, Y.,
Asano, M., Okabe, M., 1989, Mutagenesis of human granulocyte colony stimulating factor,
Biochem Biophys Res Commun, v. 1, p.103-111.

Larentis, AL., Argondizzo, AP., Esteves, GS., Jessouron, E., Galler, R., Medeiros, MA.,
2011, Cloning and optimization of induction conditions for mature PsaA (pneumocoCxal
surface adhesin A) expression in Escherichia coli and recombinant protein stability during
long-term storage: Protein Expr Purif, v. 78, p. 38-47.

Lawley, TD., Taylor, DE., 2003, Characterization of the double-partitioning modules of R27:
correlating plasmid stability with plasmid localization: J Bacteriol, v. 185, p. 3060-3067.

Lee, SY., 1996, High cell-density culture of Escherichia coli: Trends Biotechnol, v. 14, p. 98-
105.
Lehninger AL, 2006, Lehninger- Principios de Bioquimica 4a Ed. Sarvier, p. 534-536.

Li, S., Feng, G., Bu, H., Li, Y., Zhang, J., Yang, Y., Lu, Y., 2002, Human peripheral blood
monocyte derived dendritic cell culture and mature regulation: Sheng Wu Yi Xue Gong
Cheng Xue Za Zhi, v. 19, p. 268-72.

Li, Y., Dabrazhynetskaya , A., Youngren B., Austin, S., 2004, The role of Par proteins in the
active segregation of the P1 plasmid: Mol Microbiol, v. 53, p. 93-102.

Lima, WJN., 2004, Producdo de proteinas recombinantes utilizando Escherichia coli em
cultivos de alta densidade celular, Tese apresentada ao programa de pés-graduagdo em
Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas UNICAMP, 158 p.



121

Liu, T., Chen, JY., Zheng, Z., Wang, TH., Chen, GQ., 2005, Construction of highly efficient
E. coli expression systems containing low oxygen induced promoter and partition region:
Appl Microbiol Biotechnol, v. 68, p. 346-54.

Lu, H. S., Boone T. C., Souza L. M., Lai, P. H., 1989, Disulfide and secondary structures of
recombinant human granulocyte colony stimulating factor: Arch Biochem Biophys, v. 268, p.
81-92.

Lu, H. S,, Clogston, C. L., Narhi, L. O., Merewether, L. A,. Pearl, W. R., Boone, T. C., 1992,
Folding and oxidation of recombinant human granulocyte colony stimulating factor produced
in Escherichia coli. Characterization of the disulfide-reduced intermediates and cysteine-
serine analogs: J Biol Chem, v. 267, p. 8770-8777.

Molineux, G., 2011, Granulocyte colony-stimulating factors: Cancer Treat Res, v. 157, p. 33-
53.

Nascimento, TG., Andrade, M., Oliveira, RA., Almeida, AM., Gozzo, TO, 2014, Neutropenia:
ocorréncia e manejo em mulheres com cancer de mama em quimioterapia: Rev. Latino-Am.
Enfermagem mar.-abr. v.22, p. 301-308.

Neidhardt, FC., Ingraham, JL., Schaechter, M., 1990, Physiology of the bacterial cell : A
molecular approach: Sunderland, Mass., U.S.A., Sinauer Associates.

Novagen, 2006, pET System Manual. NOvagen- the GOLD standard for protein expression.,
78 p.

Olaofe, OA., Burton, SG., Cowan, DA., Harrison, STL., 1995, Comparison of temperature -
induced and isopropyl-beta-d-thiogalacto-pyranoside-inducer synthesis of basic fobroblast
growth-factor in hight-cell-density cultures of recombinant Escherichia coli: biochemical
Engineering Journal, v. 52, p. 6.

Ow, D. S. W., Nissom, P. M., Philp, R., Oh, S. KW., Yap, M.G.S., 2006, Global
transcriptional analysis of metabolic burden due to plasmid maintenance in Escherichia coli
DHS5 alpha during batch fermentation: Enzyme Microb Technol, v, 39, p. 391-398.

Pathak, M., Dixit, S., Muthukumar,S., Rathore, A. S., 2016, Analytical characterization of in
vitro refolding in the quality by design paradigm: Refolding of recombinant human
granulocyte colony stimulating factor: J Pharm Biomed Anal v. 126, p 124 -31.

Ptacin, J. L., Lee, S. F., Garner, E. C., Toro, E., Eckart, M., Comolli, L. R., Moerner, W. E.,
Shapiro, L., 2010, A spindle-like apparatus guides bacterial chromosome segregation: Nat
Cell Biol, v. 12, p. 791-8.

Ramos, C. R., Abreu, P. A., Nascimento, A. L., Ho, P L.., 2004, A high-copy T7 Escherichia
coli expression vector for the production of recombinant proteins with a minimal N-terminal
His-tagged fusion peptide: Braz J Med Biol Res, v. 37, p. 1103-9.

Riesenberg, D., Guthke, R., 1999, High-cell-density cultivation of microorganisms: Appl
Microbiol Biotechnol, v. 51, p. 422-30.



122

Riesenberg, D., V. Schulz, W. A. Knorre, H. D. Pohl, D. Korz, E. A. Sanders, A. Ross, and
W. D. Deckwer, 1991, High cell density cultivation of Escherichia coli at controlled specific
growth rate: J Biotechnol, v. 20, p. 17-27.

Rinas, U., 1996, Synthesis rates of cellular proteins involved in translation and protein folding
are strongly altered in response to overproduction of basic fibroblast growth factor by
recombinant Escherichia coli: Biotechnol Prog, v. 12, p. 196-200.

Rosano, GL., Ceccarelli, EA., 2014, Recombinant protein expression in Escherichia coli:
advances and challenges: Front Microbiol, v. 5, p. 172.

Salje, J., Gayathri, P., Lowe, J., 2010, The ParMRC system: molecular mechanisms of
plasmid segregation by actin-like filaments, Nat. Rev.Microbiol, v. 8, p. 683-692.

Sargo, CR., 2011, Aperfeicoamento de cultivos de alta densidade celular de r E.coli utilizando
glicerol como fonte de carbonoAperfeicoamento de cultivos de alta densidade celular de r
E.coli utilizando glicerol como fonte de carbono, Universidade Federal de sdo Carlos, 83 p.

Schmidell, W., Lima, U. A., Aquarone, E., Borzani, W, 2001, Biotecnologia Industrial -
Engenharia Bioquimica, v. 2 Editora Edgard Blucher, S&o Paulo.

Scopes, R. K., 1994, Protein purification: Principles and Practice.

Seeger, A., Schneppe, B., M.C. Carthy, Deckwer, W. D, Rinas, U.,1995, Comparison of
temperature-induced and isopropyl-beta-d-thiogalacto-pyranoside-inducer synthesis of basic
fibroblast growth-factor in hight-cell-density cultures of recombinant Escherichia coli,
Enzyme and Microbiological Technology, v. 10, p. 947-953.

Silva, M., 2005, Clonagem, expressdo e purificacdo das proteinas de superficie PsaA e
fragmentos de PspA de Streptococcus pneumoniae, Programa de Interunidades em
Biotecnologia ICB/IPT/Instituto Butantan Universidade de Sdo Paulo, 149 p.

Silva, M., J. Cabrera-Crespo, M. E. Sbrogio-Almeida, E. N. Miyaji, P. L. Ho, L. C. Leite, and
A. P. Lopes, 2007, Optimizing expression of Streptococcus pneumoniae surface protein a,
PspA: serocross-reactivity within families of antisera induced against clades 1 and 3: Mol
Biotechnol, v. 37, p. 146-54.

Silva, F., Queiroz, J. A., Domingues, F. C., 2012a, Evaluating metabolic stress and plasmid
stability in plasmid DNA production by Escherichia coli: Biotechnol Adv, v. 30, p. 691-708.

Silva, F., Queiroz, J. A., Domingues, F. C., 2012b, Plasmid DNA fermentation strategies:
influence on plasmid stability and cell physiology, Appl Microbiol Biotechnol, v. 93, p.
2571-2580.

Stieber, D., Gabant, P., Szpirer, C., 2008, The art of selective killing: plasmid toxin/antitoxin
systems and their technological applications,BioTechniques, v. 45, p.344-346.

Studier, FW., 2005, Protein production by auto-induction in high density shaking cultures:
Protein Expr Purif, v. 41, p. 207-34.

Sarensen, HP., Mortensen, KK., 2005, Soluble expression of recombinant proteins in the
cytoplasm of Escherichia coli: Microb Cell Fact, v. 4, p. 1.



123

Tan, S., Wu, W., Liu J,, Kong, Y., Pu,Y., Yuan, R., 2002, Efficient expression and secretion
of recombinant hirudin 111 in E. coli using the L-asparaginase 11 signal sequence: Protein Expr
Purif, v. 25, p. 430-436.

Tsai, W.,Wu, T.C.,Chiang, B. L.,Wen, H. W., 2017, Cloning, expression, and purification of
recombinant major mango allergen Man i 1 in Escherichia coli: Protein Expr Purif, v 130, p
35-43.

Tsumoto, K., Umetsu, M., Kumagai, 1., Ejima, D., Philo, J. S., Arakawa, T., 2004, Role of
arginine in protein refolding, solubilization, and purification: Biotechnol Prog, v. 20, p. 1301-
1308.

Vagenende, V., Yap, M. G., Trout, B. L., 2009, Mechanisms of protein stabilization and
prevention of protein aggregation by glycerol: Biochemistry, v. 48, p. 11084-11096.

Vallejo, LF., Brokelmann, M., Marten, S., Trappe, S., Cabrera-Crespo, J., Hoffmann, A.,
Gross, G., Weich, HA., Rinas, U., 2002, Renaturation and purification of bone morphogenetic
protein-2 produced as inclusion bodies in high-cell-density cultures of recombinant
Escherichia coli: J Biotechnol, v. 94, p. 185-194.

Vanz, A. L., G. Renard, M. S. Palma, J. M. Chies, S. L. Dalmora, L. A. Basso, and D. S.
Santos, 2008, Human granulocyte colony stimulating factor (hG-CSF): cloning,
overexpression, purification and characterization: Microb Cell Fact, v. 7, p. 13.

Vaz, M., 2008, Estudo do cultivo de dois clones de Escherichia coli recombinante (elF,
LACK) para expressdo de antigenos da Leishmania chagasi, Universidade Federal do Rio
Grande do Norte.

Vélez, AM., da Silva, AJ., Horta, AC., Sargo, CR., Campani, G., Gongalves, SG., de Lima
CGR., Zangirolami, TC., 2014, High-throughput strategies for penicillin G acylase production
in rE. coli fed-batch cultivations, BMC Biotechnol 14:6.

Vemula, S., Dedaniya, A., Bandaru, R., Mallu, MR., Settaluri VS., Ronda, SR., 2015a,
Production of Recombinant Human Granulocyte-Colony Stimulating Factor in Escherichia
coli Using Novel Media Supplements Through Integrated Statistical Optimization Designs:
International Journal of Peptide Research and Therapeutics, v. 21, p. 299-312.

Vemula, S., Dedaniya, A., Thunuguntla, R., Mallu ,MR., Parupudi, P., and Ronda, SR.,
2015b, Simplified in vitro refolding and purification of recombinant human granulocyte
colony stimulating factor using protein folding cation exchange chromatography: Journal of
Chromatography A, v. 1379, p. 74-82.

Vemula, S., Thunuguntla, R., Dedaniya, A., Kokkiligadda, S., Palle , C., Ronda, SR., 2015c,
Improved Production and Characterization of Recombinant Human Granulocyte Colony
Stimulating Factor from E-coli under Optimized Downstream Processes: Protein Expression
and Purification, v. 108, p. 62-72.

Venkata , RD., Narasu, ML., Rao, AK., 2008a, A purification method for improving the
process yield and quality of recombinant human granulocyte colony-stimulating factor



124

expressed in Escherichia coli and its characterization: Biotechnol Appl Biochem, v. 50, p. 77-
87.

Venkata, KD., Deepthi, A., Kali, SA., 2008b, Optimization of the downstream process for
high recovery of rhG-CSF from inclusion bodies expressed in Escherichia coli, Process
Biochemistry, v. 43, p. 566-575.

Waegeman, H., and W. Soetaert, 2011, Increasing recombinant protein production in
Escherichia coli through metabolic and genetic engineering: J Ind Microbiol Biotechnol, v.
38, p. 1891-910.

Wang, Z., Xiang, L., Shao, J., Wegrzyn, A., Wegrzyn, G., 2006 Effects of the presence of
ColE1 plasmid DNA in Escherichia coli on the host cell metabolism: Microb Cell Fact, v.5,
p. 34-51.

Wang, CH., Wang, L., Geng, X., 2009, Optimization of refolding with simultaneous
purification of recombinant human granulocyte colony-stimulating factor from Escherichia
coli by immobilized metal ion affinity chromatography, Biochemical Engineering Journal, v.
43, p.197-202.

Wang, C., Geng, X., 2012, Refolding and purification of recombinant human granulocyte
colony-stimulating factor using hydrophobic interaction chromatography at a large scale:
Process Biochemistry, v. 47, p. 2262-2266.

Ward, O. P., 1991, Bioprocessing, New York: Van Nostrand Reinhold.

Weisbart, R. H., Golde, D. W., 1989, Physiology of granulocyte and macrophage colony-
stimulating factors in host defense: Hematol Oncol Clin North Am, v. 3, p. 401-9.

Welte, K., Gabrilove, J., Bronchud, M. H., Platzer, E., Morstyn, G., 1996, Filgrastim (r-
metHuG-CSF): the first 10 years: Blood, v. 88, p. 1907-29.

Wheatley, R W, Lo, S., Jancewicz, LJ., Dugdale, ML., Huber, RE., 2013, Structural
Explanation for Allolactose (lacOperon Inducer) Synthesis by lacZ pB-Galactosidase and the
Evolutionary Relationship between Allolactose Synthesis and the lac Repressor: The Journal
of Biological Chemistry, v. 288, p. 12993-13005.

Wheelwright, S. M., 1991, Protein purification: desing and scale up of dowstream processing,
Hanser publishers.

Williams, J.A., Luke, J., Johnson, L.,Hodgson, C., 2006, pDNAVACCultra vector family:
high throughput intracellular targeting DNA vaCxine plasmids, VaCxine, v. 24, p. 4671-
4676.

Wittman, B., Horan, J., Lyman, G. H., 2006, Prophylactic colony-stimulating factors in
children receiving myelosuppressive chemotherapy: a meta-analysis of randomized controlled
trials: Cancer Treat Rev, v. 32, p. 289-303.

Xiao, K., Yue, XH., Chen, WC., Zhou, XR., Wang, L., Xu, L., Huang, FH., Wan, X., 2018,
Metabolic Engineering for Enhanced Medium Chain Omega Hydroxy Fatty Acid Production
in Escherichia coli. , v. 9, p.139.



125

Xu, J., Li, W., Wu, J,, Zhang, Y., Zhu, Z., Liu, J., 2006, Stability of plasmid and expression.
Of a recombinant gonadotropin-releasing hormone (GnRH) vaccine in Escherichia coli, Appl
Microbiol Biotechnol, v. 73, p. 780-788.

Xu, J., Banerjee, A., Pan, SH., Li, ZJ., 2012, Galactose can be an inducer for production of
therapeutic proteins by auto-induction using E. coli BL21 strains: Protein Expr Purif. v. 83(1),
p. :30-36.

Yamamoto, A., A. lwata, T. Saito, F. Watanabe, and S. Ueda, 2009, Expression and
purification of canine granulocyte colony-stimulating factor (cG-CSF): Vet Immunol
Immunopathol, v. 130, p. 221-5.

Yan, J., Zhao, SF., Mao, YF., Luo, YH, 2004, Effects of lactose as an inducer on expression
of Helicobacter pylori rUreB and rHpaA, and Escherichia coli rLTKA63 and rLTB. World
Journal of Gastroenterology, v.10, p.1755-1758.

Yuriko, S., M. Glebson, O. Namide, and d. s. M. Elizabeth, 2015, Neutropenia febril de
recorréncia pos quimioterapia em pacientes com cancer de mama, Revista de emfermagem da
UFPI.

Zhao, D., Liu, Y., Wang, X. Li, Wang, Q., Su, Z., 2014, Membrane combined with
hydrophilic macromolecules enhances protein refolding at high concentration: Process
Biochemistry, v. 49, p. 1129-1134.



