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Resumo

Num contexto de biotecnologia “verde” a tendéncia em investir em métodos que
incorporem microrganismos para producdo de compostos bioldgicos é cada vez maior. O uso
destas metodologias, ao contrario de metodologias com métodos quimicos, traduzem-se numa
maior sustentabilidade a nivel econémico, social e ambiental.

O desenvolvimento do upstream esta muito relacionado com o cultivo de
microrganismos que expressam proteinas recombinantes. No ambito deste trabalho foi
estudado um tipo especifico de proteinas recombinantes chamadas nanofitinas. As nanofitinas
tratam-se de proteinas geradas pela técnica de ribosome display onde através de diversos
ciclos de selecéo consegue-se gerar proteinas sintéticas com afinidade para um target.

O objetivo deste trabalho experimental foi de implementar um protocolo de producéo e
purificacdo de uma nanofitina a escala piloto. No que diz respeito ao upstream foram testadas
diferentes taxas especificas de crescimento durante a administracdo do fed-batch num
bioreactor de 30L, assim como otimizacdo de tempos de operacdo e condi¢cdes de cultura a
pequena escala foram testados. Foi concluido que o uso de uma taxa especifica de
crescimento de 0,175h! durante o fed-batch permite maximizar o crescimento microbiano e
biomassa produzida assim como o uso de apenas um antibiético de resisténcia, ampicilina,
otimiza estes mesmos parametros. No downstream foram estudadas condi¢cdes que
permitissem purificar com sucesso a nanofitina, nomeadamente as técnicas de cromatografia
de permuta iénica e interagéo hidrofébica. Foi também testada a técnica de filtragdo tangencial,
onde foi concluido que a operacdo sequencial de dois cutoffs diferentes, 30kDa e 5kDa,
seguido da técnica de cromatografia de permuta i6nica € a metodologia que apresenta
produtividades mais elevadas com maior grau de pureza. Visando atingir parametros GMP, foi
ainda testada a remocédo de endotoxinas do produto final. O uso de uma Sartobind STIC nano
mostrou remover com sucesso 97% o conteddo de endotoxinas no produto final.

Palavras-chave: biotecnologia, upstream, downstream, nanofitina, industria farmacéutica.
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Abstract

In a context of “green” biotechnology the tendency is to increase investment in methods
that rely on microrganisms for the production of biological compounds. The use of these
methodologies, contrary to those that rely on the use of chemical components, translate into a
higher sustainability in the economical, social and environmental sectors.

The upstream development is deeply connected with the cultivation of microrganisms
expressing all kind of recombinant proteins. Regarding this work, special attention was given to
a specific type of recombinant protein, nanofitins. Nanofitins are artificial proteins created
through the technique of ribosome display which consists in several cycles of selection with the
goal of creating a synthetic protein with affinity to a specific target.

The objective in this experimental work was to implement a protocol for the production
and purification of a nanofitin at a pilot scale. Regarding upstream analysis, different specific
growth rates were tested during fed-batch administration on a 30L bioreactor, as well as
operation times and small scale growth conditions were optimized. At upstream it was
concluded that the use of a specific growth rate of 0,175h during fed-batch is sufficient to
maximize the microbial growth and its biomass production, as well as the use of only one
resistance antibiotic, ampicillin, managed to optimize these parameters. At the downstream
level different conditions were studied, namely the techniques of ion exchange chromatography
and hydrophobic interaction. The technique of tangential flow filtration was also tested, showing
that the use of this technique with two cutoffs, 30kDa and 5kDa, followed by a cationic
exchange chromatography is the combination of techniques which presented higher
productivities with higher purity ratio. To fulfil GMP requirements, the remotion of the content of
endotoxins in the final product was also assessed. The use of Sartobind STIC nano
successfully removed up to 97% of endotoxins content on the final product.

Keywords: biotechnology, upstream, downstream, nanofitin, pharmaceutical industry.
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1. Introducéao

1.1 Biotecnologia na sociedade

Quando no século XIX comecaram a surgir os primeiros relatos que determinados
compostos poderiam ser transformados noutros, inclusivamente em compostos que nao
existiam na natureza, os cientistas estariam longe de imaginar que esse era 0 ponto de
viragem para uma revolucdo na sociedade cientifica que via os compostos orgénicos segundo
uma ideologia de vitalismo, em que os mesmos eram dotados de uma forca vital que ndo era
passivel de ser explicada nem transformada. O ponto de viragem deu-se em 1828 quando
Friedrich Wohler conseguiu transformar cianato de amonia em ureia por um método que
acabou por ficar conhecido como a sintese de Wohler. O cientista alemé&o foi o primeiro a
conseguir realizar uma transformacdo de uma espécie quimica em ureia sem recurso ao
material bioldgico inicial, neste caso rins como era o procedimento usual da época. Seguindo
as pisadas de Wohler outros cientistas conseguiram criar espécies quimicas a partir de outras,
algumas completamente sintéticas e que n&o existiam na natureza como foi o caso da cria¢éo
de corantes, drogas, polimeros e farmacos.

Apesar de estes processos iniciais terem sido revolucionarios para a época e terem
sido um ponto de partida para a descoberta e desenvolvimento de novos compostos, estes
processos encontram-se desatualizados e descontextualizados da realidade atual
principalmente por serem métodos exclusivamente quimicos. Cada vez mais no contexto
farmacéutico atual as empresas deparam-se com um desinvestimento na producdo de
farmacos através do processo de sintese quimica, estando este a ser gradualmente substituido
por processos de sintese bioldégica através do uso de microrganismos geneticamente
modificados.! De facto o uso de processos tradicionais de sintese organica traz consequéncias
a longo prazo, destacando-se notoriamente as consequéncias relativamente a poluicdo
ambiental. Cada vez mais a sociedade exige que 0s processos industriais sejam sustentaveis,
€ para isso acontecer 0 processo tem de se reger por trés critérios para poder ser considerado
como tal: economicamente sustentavel; socialmente sustentavel e ambientalmente sustentavel.
Como é evidente todos estes parametros tém a sua devida importancia; se um processo nao
for economicamente sustentavel, isto é, se a sua atividade ndo der lucro ndo se trata de um
bom investimento. O mesmo se aplica se um processo ndo for socialmente sustentavel isto é,
se 0 processo nado for aceite por parte da sociedade em que esta inserido dificiimente se
conseguira enraizar na sociedade. Porém, o que faz com que haja uma maior procura por
processos de biotecnologia € o facto de se tratarem de processos ambientalmente
sustentaveis. Como a Figura 1.1 mostra, hum caso de processamento de antibiéticos o
processo quimico tradicional acaba por consumir muito mais eletricidade, 4gua e produzir mais
diéxido de carbono do que quando comparado com um processo alternativo de biotecnologia.
Ser ambientalmente sustentavel faz com que ao mesmo tempo 0 processo seja
economicamente viavel pois ao ter sistemas que consumam menos eletricidade, agua e que
produzam menos poluentes existirdA uma margem de lucro potencial muito maior. Constata-se
entdo que os produtos gerados pela biotecnologia sdo mais rentaveis, tém maior durabilidade,
sdo menos toxicos e mais facilmente séo reciclaveis e biodegradaveis.??
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Figura 1.1- Comparacao de recursos utilizados entre a quimica tradicional e a
biotecnologia num caso de processamento intermediario de antibioticos.3



Grande parte do mercado da biotecnologia destina-se a producdo de proteinas
recombinantes sendo estimado que no final de 2013 se tenha atingido neste setor um valor de
140 mil milhdes de euros mundialmente, como mostra a Figura 1.2.4 A implementacédo e
enraizamento da biotecnologia na sociedade atual s6 se tornou possivel devido aos inUmeros
avancos que a area da biologia celular e molecular sofreu ao longo das décadas,
nomeadamente na producdo de proteinas recombinantes. Esta evolugdo tornou possivel fazer
insercdes, mutacfes ou até mesmo delecbes nos genomas de diferentes microrganismos,
permitiu obter microrganismos produtores de certos compostos de interesse que de outra forma
seriam considerados exdgenos para o proprio sistema.®
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Figura 1.2- Comparag&o do valor anual total de vendas no mercado biofarmacéutico
com o valor anual de vendas dos 10 produtos do mercado mais comercializados.*

Hoje em dia é praticamente rotineira a producdo de uma proteina recombinante sendo
para tal apenas preciso que se consiga fazer com que o gene de interesse seja clonado num
determinado vetor, vetor esse que vai ser inserido no organismo em que se pretende expressar
a proteina de interesse, que depois serd responsavel pela producdo da mesma. Apesar da
metodologia para obter uma proteina recombinante parecer simples, este processo tem de ser
cuidadosamente pensado de modo a que se consiga obter o maximo de produtividade, com o
minimo custo e com 0 maximo de pureza.

1.2 Sistemas de expresséao de proteinas recombinantes

Quando se pretende produzir um composto de interesse num microrganismo
geneticamente modificado (quer seja uma proteina recombinante, um antibiético, uma vitamina,
uma enzima ou uma hormona) é importante analisar as caracteristicas do mesmo pois estas
irdo influenciar a escolha do microrganismo de expressdo. Existem inUmeras plataformas de
expressdo possiveis para produzir um composto recombinante entre as quais se destacam as
bactérias, as leveduras, as células de mamifero e de inseto, os fungos e ainda as plantas.
Todos estes organismos tém as suas particularidades e caracteristicas que fazem com que
seja essencial o estudo do composto que se pretende expressar pois as suas especificacdes
podem néo ir de acordo as que o microrganismo consegue corresponder. Como tal, o passo da
escolha do sistema de expressdo assume-se como crucial pois irA delinear todas as
tecnologias, ferramentas moleculares, equipamentos e reagentes necessarios para executar o
bioprocesso.6 Fatores como qualidade da proteina, tempo e velocidade de producéo,
rendimento e custo do processo sdo critérios que tém um peso preponderante na hora de
escolher o sistema de expresséo adequado.

Na tabela seguinte encontram-se representados os 10 produtos biofarmacéuticos que
maior receita geraram em 2013, assim como a empresa responsavel pela producdo e venda do
produto e também o sistema de expresséao utilizado na produgéo da proteina recombinante.*



Tabela 1.1 — Tabela dos 10 produtos biofarmacéuticos mais vendidos em 2013.*

Vendas (em
milhar de
milhdes de

Sistema de
expressao

Ranking

Nome produto Empresa produtora

Células de mamifero

1 Humira 11.00 AbbVie & Eisai (Chinese Hamster
Ovary)
Amgen, Pfizer, Takeda @ Células de mamifero
2 Enbrel 8.76 Pharmaceuticals (Chinese Hamster
Ovary)
J&J, Merck & Mitsubishi = Células de mamifero
3 Remicade 8.37 Tanabe Pharma (Murine Myeloma)
Células bacterianas
4 Lantus 7.95 Sanofi (Escherichia coli)
Células de mamifero
5 Rituxan/MabThera 7.91 Biogen-IDEC, Roche (Chinese Hamster
Ovary)
Células de mamifero
6 Avastin 6.97 Roche/Genentech (Chinese Hamster
Ovary)
Células de mamifero
7 Herceptin 6.91 Roche/Genentech (Chinese Hamster
Ovary)
Células bacterianas
8 Neulasta 4.39 Amgen (Escherichia coli)
Roche/Genentech, Células bacterianas
9 Lucentis 4.27 Novartis (Escherichia coli)
Células de mamifero
10 Epogen/Procrit/Eprex’ESPO 3.35 Amgen, J&J, KHK (Chinese Hamster

Ovary)

E notdria desde logo a relevancia e incidéncia que as células de mamifero possuem na
tabela anterior. De facto as células de mamifero acabam por acarretar grande parte dos lucros
existentes na producéo de proteinas recombinantes na indlstria biotecnolégica, porém existem
muitos outros sistemas de expressdo que serdo de seguida descritos.

1.2.1 Sistemas de expressao procariontes

Nos sistemas de expressdo bacterianos, o organismo mais utilizado para producéo de
proteinas recombinantes é inequivocamente a Escherichia coli. A E. coli reine diversas
caracteristicas que fizeram dela a bactéria de eleicdo no universo biotecnologico para
producfes deste tipo. As vantagens da utilizacdo deste microrganismo sdo bem conhecidas e
irdo ser descritas de seguida. A cinética de crescimento que a E. coli possui é extremamente
rapida podendo atingir um tempo de duplicacdo celular de apenas 20 minutos em condi¢des
Otimas de crescimento.” Uma das caracteristicas que se procura em todos os bioprocessos da
indUstria farmacéutica € também a maximizacao da produtividade. Em E. coli é possivel realizar
cultivos de alta densidade celular em bioreactores, o que implica aumento do ndmero de
células disponiveis para produzir um composto especifico e portanto aumento da respetiva
produtividade. Com o cultivo de E. coli facilmente se consegue potenciar o seu crescimento até
elevadas densidades celulares, existindo relatos de estirpes deste microrganismo gue atingem
valores tdo altos como de 200g[DCW(dry cell weight)]/L8. O uso de E. coli para produgdes de
proteinas recombinantes tem ainda as vantagens de ser rapida a expressdo da proteina
desejada, de facilmente ser cultivada em diferentes tipos de meio (definido e rico) e de ser um
organismo que permite modificacbes genéticas sem ser necessdrio recorrer a técnicas de
biologia molecular complexas.

Com todo o progresso que o mundo da biologia molecular sofreu, com a compreenséo
de fendbmenos complexos como a transcri¢do, a traducéo e o folding de proteinas em E. coli,
juntamente com a maior disponibilidade de diversas ferramentas genéticas, estdo a tornar este
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microrganismo mais versatil, podendo adapta-lo para producdo de proteinas naturalmente
presentes em organismos eucariontes. Além de ser facil a manipulagdo genética em E. coli, o
controlo dos promotores ndo é dificil de atingir e consegue-se acumular até 80% do seu DCW
em proteina recombinante.®

Apesar de todas estas vantagens, o uso de E. coli pode trazer alguns inconvenientes
tais como a formacéao de corpos de incluséo, problemas em produzir proteinas que necessitam
de modificacbes pds-translacionais (mais evidente em proteinas com glicosilagfes) e a
presenca de endotoxinas no produto final. A expressdo de elevados niveis de proteinas
heter6logas em E. coli tem muitas vezes um efeito adverso no sistema metabdlico do
organismo acabando por levar a formagdo de corpos de inclusdo. Corpos de inclusdo séo
agregados de proteina inativa, insolivel, com a conformacdo errada e que se encontra
desprovida de atividade biol6gica.>%1% De volta a formar proteina com fungéo biolégica segue-
se passos de destruicdo dos corpos de inclusdo através do uso de agentes desnaturantes, de
destruicdo de pontes dissulfeto com agentes redutores, sendo apenas depois que a proteina é
renaturada. Este processo acaba por pecar pela sua morosidade e por ser um processo caro
do qual nunca se consegue obter a totalidade da proteina conseguindo-se apenas aproveitar
entre 15 a 25% da proteina total®1%1l, Como tal, outras estratégias surgiram para evitar a
formacdo de corpos de inclusdo como o cultivo de E. coli a temperaturas baixas, o que
promove a estabilidade e funcionalidade de chaperones e diminui a atividade de proteases, e
também o uso de estirpes especializadas que conseguem suportar o fardo metabdlico que é a
producdo de proteinas heterélogas e que conseguem expressar as mesmas de forma
soluvel.510 A clonagem de um gene de interesse juntamente a outro que codifica uma proteina
cuja solubilidade na célula é conhecida formando entdo uma proteina de fusdo, como a
maltose binding protein e a Glutathione-S-transferase, é ainda outra possibilidade de aumentar
a solubilidade da proteina.’>'3 O uso destas técnicas de engenharia genética para criagdo
deste tipo de proteinas de fusdo € atil também no que diz respeito ao downstream ao auxiliar
passos posteriores de purificagdo.

Como j& foi referido outro dos impedimentos do uso de E. coli para producdo de
qualquer tipo de proteina é o facto de este microrganismo nao ter a capacidade para realizar
modificacdes pds-translacionais. Como tal, quando este tipo de modificagbes como
glicosilagbes, acetilagbes entre outras sdo estritamente necessarias para a atividade e
estabilidade da proteina, outro sistema de expressao é requerido. A producdo de proteinas
recombinantes em E. coli visando as aplicagdes clinicas tem ainda a desvantagem da
producdo de endotoxinas. Endotoxinas s&o lipopolissacarideos (LPS) que se encontram
presentes na membrana celular de bactérias gram-negativas como a E. coli. Uma
representacéo generalista destes LPS encontra-se na Figura 1.3. Estes LPS s&o constituidos
por 3 regides distintas cada uma com composi¢des distintas: o lipido A, o oligossacarideo
central e o Antigénio-O. As endotoxinas exercem a sua agao interagindo com componentes do
sistema imunitario ativando-o. Destacam-se particularmente os monécitos e macréfagos que
sdo ativados e que como resposta libertam diversos compostos como mediadores (por
exemplo tumour necrosis factor a (TNF a)), interleucinas, prostaglandinas e radicais livres. A
libertacdo destes compostos tem consequéncias fisiolégicas como altera¢des na estrutura e
funcdo dos 6rgdos e células, alteracdes metabdlicas, aumento de temperatura corporal,
inducéo de choque anafilatico e ativacdo da cascata de coagulacdo.'>-17 Existindo relatos que a
uma concentracdo de apenas 1ng/mL de endotoxinas no produto final é suficiente para induzir
algum dos efeitos referidos, percebe-se que tenha de existir um controlo e monitorizagdo de
endotoxinas rigido para que um biofarmaco possa passar os testes clinicos e assim se poder
proceder a sua formulagdo como bioterapéutico?’.
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Figura 1.3- Representagdo generalizada da estrutura de um LPS.15



Apesar de a E. coli ser a bactéria que é mais regularmente usada quer no contexto
académico quer no contexto industrial, esta bactéria ndo é a Unica a ser utilizada podendo
destacar-se outras bactérias pertencentes ao género Bacillus, como a Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium e Bacillus licheniformis. Este género de bactérias reline algumas caracteristicas
favoraveis a producdo de proteinas recombinantes como o facto de ndo existir producédo de
endotoxinas por se tratarem de bactérias gram-positivas e de as proteinas serem secretadas
para o meio de crescimento, reduzindo assim custos de downstream processing evitando a
disrupcgdo celular. Existe porém uma desvantagem associada ao uso deste microrganismo que
€ a producao de muitas proteases que muitas vezes destroem o composto-alvo inviabilizando
portanto produtividades muito elevadas.®

1.2.2 Sistemas de expressao eucariontes

Quando a proteina recombinante desejada ndo consegue ser produzida em E. coli
devido a nédo ter a capacidade de realizar modificagcBes pés-translacionais para garantir a
atividade e estabilidade da proteina, muitas vezes o sistema de expresséo alternativo escolhido
sdo as leveduras, destacando-se a Saccharomyces cerevisae e a Pichia pastoris. As leveduras
apresentam um conjunto de vantagens sobre o0s restantes organismos para a producédo de
proteinas, tais como: boas produtividades mesmo em meio definido; inexisténcia de
endotoxinas; manipulacéo genética relativamente simples; capacidade de realizar modificacdes
pés-translacionais como fosforilagdo, acetilagdo, glicosilagdo; e capacidade de excretar a
proteina para o meio de fermentagéo.>1°

A levedura Pichia pastoris acaba por se distinguir das restantes por reunir algumas
caracteristicas que se assumem como potencialmente interessantes na exploracdo deste
organismo na producdo de proteinas recombinantes. Este organismo é uma levedura
metilotréfica, isto é, possui uma via metabdlica que lhe permite servir-se do metanol como fonte
de carbono, substrato esse que para a maioria dos outros organismos é téxico. Isto aliado ao
facto de os promotores associados ao metabolismo do metanol encontrarem-se entre 0s mais
estritamente regulados e os mais fortes que a Pichia pastoris possui, permite que esta levedura
possa sofrer indu¢do da producdo da proteina desejada apenas mudando a fonte de carbono
para metanol na altura indicada (isto tudo implica que a sua expressao esteja associada aos
promotores dos genes que codificam para as enzimas que regulam o metabolismo do
metanol).520-22

Uma das caracteristicas ja referidas que faz com que a implementacdo deste sistema
de expressao seja cada vez maior é o facto de realizar modificagcdes pds-translacionais de
onde se destaca a realizacdo de glicosilacdes. As glicosilagdes sdo das modificacbes pos-
translacionais mais comuns e ao mesmo tempo mais complexas da biologia. Estas
modifica¢cdes muitas vezes sdo o que determinam a atividade bioldgica, além de permitirem um
maior tempo de meia-vida em circulacdo, sdo importantes também para a sua
termoestabilidade, a sua imunogenicidade e a sua solubilidade. Porém, as glicosilagbes séo
especificas para cada organismo e no caso dos humanos sdo ainda especificas de tecido para
tecido. E o facto de cada organismo glicosilar de uma maneira diferente as proteinas que traz
problemas na producao de proteinas heterélogas nalguns sistemas de expressédo. No caso das
leveduras, tipicamente estas glicosilam apenas com residuos de manose. As glicosilacdes
podem ser N ou O-linked sendo que estas Ultimas tém uma incidéncia bioldgica muito menor.
Estas acontecem no grupo hidroxilo das cadeias laterais dos aminoacidos serina e treonina das
proteinas e enquanto que nos organismos eucariontes superiores ocorrem adi¢cbes de
diferentes tipos de aclUcares como galactose, N-acetilgalactosamina e &cido siélico, nas
leveduras a adicdo sdo apenas de residuos de manose.%20.22

As glicosilagbes N-linked ja4 sdo mais comuns e as etapas do seu processo de
formacdo comecam no atomo de nitrogénio presente na cadeia lateral de uma aspargina.
Existe de seguida diferentes fases do processamento deste tipo de glicosilacdo tais como:
assembling do oligossacarideo central; a sua transferéncia para o sitio especifico na proteina,
sucessiva eliminagdo de alguns residuos por parte de glucosidases e a-1,2 manosidases e
substituicdo por residuos de manose.1520.2223 E justamente estes residuos de manose em
excesso (hipermanosilagfes) que se apresentam como uma desvantagem do uso de leveduras
para producado de proteinas heterdlogas. Estas hipermanosilagdes acarretam problemas como
aumento de imunogenicidade, reducao de atividade e reducgédo de afinidade a receptores.> Uma
das tentativas de ultrapassar esta desvantagem passa por tentar “humanizar” a glicosilacéo.
Visando atingir este objetivo, foram eliminados genes de levedura que codificam enzimas



responsaveis por reacdes caracteristicas de levedura, como a manosiltransferase, e estes
foram substituidos por genes funcionais de mamiferos que codificam enzimas caracteristicas
da glicosilacdo humana, como as manosidases e outras transferases.2324

Até agora, todos os sistemas de expressdo referidos baseiam-se em organismos
unicelulares, sendo que nenhum dos sistemas abordados incidiu nas células animais. As
células animais revolucionaram o mundo da biotecnologia principalmente devido as
caracteristicas semelhantes que apresentam em relacdo as células humanas, evitando assim
problemas de incompatibilidade. Um dos sistemas de expressdo possiveis de ser utilizado
trata-se das células de inseto através de infecdo por baculovirus. Até a primeira metade do
século XX, o uso destas células destinava-se apenas para estudo da fisiologia dos insetos e
producéo in vitro de baculovirus como agente biolégico no controlo de pestes. Desde que se
descobriu que é possivel modificar geneticamente os baculovirus, e a0 mesmo tempo
conhecendo o seu modo de infecdo com ciclo de vida litico em linhas celulares de inseto, foi
possivel desenvolver bioprocessos visando a producéo de proteinas recombinantes.

O baculovirus mais comumente utilizado em biotecnologia é o Autographa caliphornica
multiple NPV (AcMNPV), que apresenta grande capacidade de infetar células de inseto
lepidépteras, mais notoriamente as Sf-9 e High-Five. Este tipo de baculovirus tem uma primeira
fase de infecdo em que apds serem ingeridos os corpos de ocluséo (particulas constituidas por
nucleocapsideos que séo revestidas por uma matriz de polihedrina) pelas células e de ser
libertado o seu material genético para o interior do hospedeiro, o seu &cido desoxirribonucleico
(DNA) é replicado e transcrito no nucleo, é feito de seguida o budding dos nucleocapsideos
que vao por sua vez perpetuar a transmisséo da infecdo. No final da fase de infecdo através da
lise celular provocada, novos corpos de oclusdo sdo libertados que sdo responsaveis por
continuar a transmissao da infegao?®.

Este sistema de expressao apresenta algumas caracteristicas que podem ser vistas
como vantagens, tais como por exemplo a seguranca no uso deste tipo de material bioldgico
visto que os baculovirus ndo tém a capacidade de infetar células de vertebrados garantindo
portanto seguranca para os humanos. Este sistema é capaz também de produzir altos niveis
da proteina heter6loga devido ao facto de a expressdo da mesma estar associada a
promotores muito fortes que estdo associadas a producdo da polihedrina. Como se tratam de
células eucariontes estas tém ainda a capacidade de realizar modificagdes pés-translacionais.
Destaca-se ainda o facto de estas linhas celulares poderem ser adaptadas para crescerem de
em suspensdo e na auséncia de soro animal facilitando o scale-up. Por Gltimo, de salientar
ainda a possibilidade de se poder produzir diferentes proteinas heter6logas ao mesmo tempo
devido a capacidade de se poder fazer multiplos inserts no genoma destes baculovirus que tém
um genoma flexivel e de grande dimensédo ou da possibilidade de co-infecdo usando para este
efeito diversos baculovirus?>-?7,

No entanto o uso deste tipo de sistema tem as suas desvantagens, tais como
mudancas fisiologicas e morfolégicas das células de inseto & medida que o numero de
passagens realizadas € maior. Estas mudancas, causadas pelo passage effect ttm como
consequéncia um decréscimo na produtividade e no crescimento celular. Outra desvantagem é
muitas vezes a expressao da proteina ndo atingir os niveis desejados pois 0os promotores
associados (polihedrina ou pl10) s6 serem expressos em maior atividade na Ultima fase de
infecdo, altura em que a maquinaria celular podera ndo estar preparada para produzir a taxa
méaxima a proteina heterdloga. As modificacdes pds-translacionais nestas células eucariontes
podera também ndo ser a mais adequada, pois ocorrem vestigios de fucose na estrutura que
ndo ocorrem em mamiferos. Muitas das vezes ndo € realizada também a sializagdo dos
residuos o que diminui o tempo de circulacéo e estabilidade da proteina.2®

Outro sistema de expressdo existente sdo as células de mamifero que muitas das
vezes sdo 0 sistema de expressao predileto na producdo de proteinas recombinantes,
tratando-se inclusivamente do sistema mais utilizado na producdo de anticorpos monoclonais.
Esta preferéncia recai maioritariamente devido ao facto de os padrbes de mecanismos
regulatérios serem 0os mesmos que sucedem nos humanos e como tal existe producdo de uma
proteina que ndo é considerada exdgena pelo sistema imunitario humano. As células de
mamifero passaram por alteragdes significativas desde os meados dos anos 80, tendo néo s6
ultrapassado os sistemas de expressdo microbianos em numero de aplicacBes terapéuticas
como também em volume de vendas. O que mais contribuiu para este aumento de vendas
neste sistema de expressédo foi o seu aumento de produtividade especifica de onde se passou
de processos que rendiam mg/L para processos que atualmente rendem g/L de produto. Este
aumento de produtividade deve-se a anos de estudo e investigacdo que levou a uma melhor



compreensdo da fisiologia das células de mamifero, do seu metabolismo, dos seus
mecanismos regulatérios de transcri¢cdo e traducéo e também fruto de um maior conhecimento
da sua cinética de crescimento e de morte?®2°. Melhoramentos a nivel de otimizacdo do meio
de cultura, de métodos de screening de clones, de técnicas e vetores de transfecgdo foram
cruciais para o desenvolvimento do cultivo das células de mamifero no panorama
biotecnolégico. Células de mamifero como as Chinese Hamster Ovary (CHO), as Mouse
myeloma (NSO), as Baby hamster kidney (BHK) e as Human embryo kidney (HEK) sdo as
células mais comumente utilizadas tendo diferentes caracteristicas em padrées de glicosilagao,
produtividades, sensibilidades a fatores externos e regime de cultivo.

Por ultimo, dois sistemas de expressdo menos comumente utilizados mas que
necessitam de ser referenciados: as plantas transgénicas e os fungos. As plantas transgénicas
tém caracteristicas que se assumem como vantajosas tais como a sua seguranga, 0 Seu custo
baixo e rapida expressao, a existéncia de compartimentalizagdo e armazenamento em 6rgaos
da planta. Como ja foi referido outra das vantagens € o baixo custo de produc¢éo pois para o
seu cultivo bastam sais minerais, agua e luz solar para se desenvolverem. Os fungos, mais
notoriamente Aspergillus niger, tém capacidade de realizar modificagdes pds-translacionais e
possuem estabilidade genética elevada devido a existéncia de tandem repeats nos seus
cromossomas. Existem porém problemas na produtividade pois apesar de existirem
integracdes de plasmideos high copy number, tal ndo se reflete na quantidade de proteina
produzida. O maior problema da produtividade neste microrganismo passa-se a nivel
transcricional por falta de maquinaria regulatéria suficiente na célula e também devido a
elevada quantidade de proteases existentes nos fungos.®

Tabela 1.2- Comparacio entre os diferentes sistemas de expressao.

Caracteristicas Bactérias Leveduras Células de Células de
inseto mamifero

Crescimento Réapido Lento Lento Lento
celular

©001)DELER Complexo/Definido  Complexo/Definido Definido Definido
do meio de (Serum-free
crescimento medium)

Custo do meio Barato/Caro Barato/Caro Caro Caro
de crescimento
Rapidez de Réapido Lenta Lenta Lenta
expressao

Folding de Incorreto se Correto Correto Correto
proteinas proteina tiver
heter6logas pontes S-S
Modifica¢des N&o é capaz Sim Sim Sim
poés- (Residuos de (Residuos de
translacionais manose) fucose)

Como a Figura 1.4 mostra, o nivel de aprovacbes de produtos biofarmacéuticos ao
longo dos anos produzidos em sistemas de expressado de células de mamifero representa mais
de metade das aprovacdes existentes até 2014, sendo que por si s6 as células CHO
apresentam mais aprovacdes que qualquer outra plataforma de expressao, informacao que
vem a corroborar a Tabela 1.1.
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Figura 1.4- Comparag&o de sistemas de expresséo para produgdo de biofarmacéuticos: a) Comparag&o ao longo dos
anos da percentagem de aprovacao de produtos entre sistemas de expressdo mamiferos e ndo-mamiferos; b) Comparacgédo
de aprovacao de produtos no periodo 2010-2014 e cumulativo (1982-2014) nos diferentes sistemas de expressao
existentes.*

1.3 Sintese de proteinas artificiais: Ribosome display e outras

A producédo de proteinas recombinantes artificiais pode ser conseguida através de
diversas metodologias. No ambito do projeto Scaffolds for Alternative Delivery (SADEL), a
técnica de biologia molecular utilizada para detetar e selecionar proteinas artificiais que ligam a
um ligando especifico foi a técnica de ribosome display. Ribosome display € uma técnica que
permite gerar, selecionar e evoluir proteinas in vitro, através de diversos ciclos de mutagénese
e respetiva selecdo e purificagdo dos clones ligantes.3® Existem outras técnicas além de
ribosome display que tém a mesma capacidade de selecionar e purificar clones recombinantes.
Destacam-se as técnicas de phage display, de mRNA display, de bacterial display e de in vitro
compartmentalization (IVC). Apesar de serem bastante complexas, todas estas técnicas tém
em comum o facto de reunirem uma grande quantidade de diversidade e complexidade
bioldgica estrutural com o objetivo de fazer uma selegdo eficaz de um composto que interaja
com um alvo predeterminado.

O principio cientifico da técnica de ribosome display consiste inicialmente na
transcricdo in vitro do DNA existente numa biblioteca genémica que contém informacao
genética que codifica diversas variantes da proteina desejada. Segue-se uma posterior
tradugdo do mRNA correspondente usando um nimero limitado de ribossomas, que acabam
por ditar a dimenséo funcional da biblioteca.3! O processo de tradugdo do mMRNA nesta técnica
ndo é o que acontece usualmente na biologia molecular, pois as moléculas de RNA em
questao ndo contém codao stop. Nesta técnica, que se encontra representada na Figura 1.5, a
tradugdo inicia-se normalmente, havendo reconhecimento do ribossoma pelo cod&o de
iniciacdo na sequéncia de mRNA. O processo de traducdo mantém-se, existindo formacao do
polipéptido respetivo, até o ribossoma atingir o Gltimo aminoacido presente na sequéncia, de
onde ndo se consegue libertar. Como ndo existe coddo stop, o complexo formado entre
polipéptido-ribossoma-mRNA ndo se consegue dissociar, pois s6 com a presenca do codao
stop é que as Release Factors (RF) que sdo as proteinas responsaveis pela dissociacdo do
polipéptido e do tRNA conseguem atuar. Por sua vez, 0 mRNA também ndo se consegue
dissociar pois é necessario que o polipéptido e o tRNA ja ndo se encontrem complexados. Esta
técnica faz portanto que o gendtipo (MRNA) se encontre ligado ao fendtipo (proteina), ao
obrigar a tradugdo de uma molécula de mRNA que ndo contém coddo stop e que portanto
obriga a formacdo de um complexo que contém ribossomas, material genético e o polipéptido
correspondente.3132 A medida que a traducéo ocorre o polipéptido comeca a adquirir a sua
estrutura tri-dimensional o que faz com que seja possivel que a proteina ligue o ligando
desejado mesmo que esteja conectado ao complexo. Uma adicdo de um spacer ao C terminal
da proteina faz com que exista maior flexibilidade potenciando a correta formacgédo da estrutura
tri-dimensional proteica. Para garantir a estabilidade do complexo formado utilizam-se elevadas
concentracdes de Magnésio e o procedimento € normalmente realizado a baixas temperaturas.
Se a proteina estiver na sua conformacao correta, ela ira manter a afinidade para o seu
ligando, como tal, o passo seguinte trata-se da adicdo do composto-alvo, e eluicdo dos clones



recombinantes que ligaram ao composto (por adicdo de um agente quelante, ou competicédo de
substrato). De seguida procede-se a uma Reverse Transcription seguido de PCR (RT-PCR)
para isolar e identificar os clones ligantes. Para aumentar a diversidade dos clones, e portanto
da biblioteca gendémica, pode-se realizar mutagénese aleatéria através do PCR, usando por
exemplo uma polimerase sem a capacidade de proofreading.31:32 Esta técnica permite portanto
realizar uma evolucdo Darwinina de proteinas ao fazer o screening de mutantes e gerar
proteinas in vitro que tém afinidade para um ligando especifico.

As restantes técnicas apesar de terem o mesmo principio subjacente diferem na
maneira de selecionar os clones recombinantes. Nas técnicas de phage display e bacterial
display a biblioteca de DNA é clonada juntamente com proteinas membranares da bactéria (no
caso de bacterial display), ou juntamente com proteinas do envelope viral (no caso de phage
display). Estas duas técnicas tém a desvantagem de ser sempre necessario transformar a
biblioteca de DNA em bactérias, o que torna o processo moroso.® Na técnica de mRNA display
€ necessario a existéncia de um linker, normalmente a puromicina, que ao romper a traducao
do ribossoma é responsavel pela ligagdo do polipéptido a sequéncia nucleotidica via linker. O
uso deste linker de puromicina complica a purifica¢éo dos clones pois ndo permite que haja um
correto folding da proteina. Na técnica de IVC s&o criadas emulsbes que com a ajuda de
surfactantes permite misturar fases aquosas, que contém a maquinaria suficiente para a
transcricdo e tradugdo, com fases hidrofébicas. Dentro de cada particula desta emulsdo
encontra-se apenas um gene passivel de ser processado. Como cada particula da emulsédo é
independente existe uma compartimentalizacédo, fazendo que os genes que forem transcritos e
traduzidos sejam possiveis de serem selecionados consoante a sua afinidade para o ligando
em questao.
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Figura 1.5- Representagéo da técnica de ribosome display e dos ciclos de selecdo
utilizados para producéo das nanofitinas com especificidade para o target (TNF-a).

1.4 Producdo em bioreactores

Apesar de o aparecimento dos bioreactores remontar apenas a segunda metade do
século XX, estes revolucionaram por completo a maneira de controlar e influenciar os
bioprocessos. Os bioreactores tratam-se de uma ferramenta mecéanica construida para
respeitar pardmetros que suportem o acondicionamento de diferentes tipos de microrganismos
fornecendo-lhes condi¢bes para crescerem de maneira controlada, e com capacidade para
realizar conversdes biologicas especificas.3* A evolucdo dos bioreactores acaba por estar
intimamente ligada a da biologia molecular pois atualmente qualquer microrganismo pode ser
modificado para receber genes exdgenos, podendo esse mesmo microrganismo ser cultivado
em grandes volumes. Sem a biologia molecular, o cultivo de microrganismos em bioreactores
estaria restrito aos microrganismos ndo-modificados que ndo tém a versatilidade de producéo
de compostos que organismos geneticamente modificados tém. Sendo assim, constata-se que
0s bioreactores comecaram a ganhar peso e espaco na industria farmacéutica e alimentar,



assumindo-se atualmente como a op¢ao mais viavel para producéo industrial de compostos
através de organismos geneticamente modificados.

Uma das caracteristicas dos bioreactores que se apresenta como uma vantagem é o
facto de ser uma ferramenta muito versatil pois suporta diferentes tipos de regime de operacéo
que permite que microrganismos e produtos dos mais variados tipos possam ser produzidos
em bioreactores. Entre os diferentes tipos de operacéo de bioreactores destacam-se o batch,
fed-batch e continuo (distinguindo-se entre Plug Flow Reactor (PFR) e o Continuous Stirred
Tank Reactor (CSTR)). Todos estes regimes de operacédo do bioreactor estédo representados
na Figura 1.6.
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Figura 1.6- Comparag&o dos diferentes regimes de operagéo em bioreactor.

No regime de operacado de batch todos os reagentes e componentes do meio de cultura
incluindo o material biolégico sdo adicionados ao reactor, ndo existindo depois qualquer tipo de
entrada ou saida de materiais aquando o inicio da bioreac¢éo. Deste modo, a concentracéo de
reagentes decresce ao longo do tempo, e a concentragdo do produto aumenta ao longo do
tempo sem que haja alteracdo de volume. Algumas das vantagens deste tipo de operacgéo
prendem-se a sua versatilidade e flexibilidade estando o seu uso normalmente associado a
processos que se encontram em fases iniciais de teste em pequena escala. Das desvantagens
destacam-se a possibilidade de formacao de produtos t6xicos.3536:37.38

No regime continuo em CSTR existe uma adicdo e remoc¢do simultinea de meio de
cultura do vaso mecéanico. Com a existéncia de condi¢cdes de mistura perfeita e tendo a
condicdo da taxa de entrada de nutrientes igual a taxa de saida ndo ocorre alteracdo de
volume dentro do bioreactor. Se ndo ocorrer alteragdes das condi¢Bes exteriores, ndo acontece
acumulacdo de reagentes ou produtos no reactor, pois no momento em que 0 reagente é
adicionado ao vaso € instantaneamente consumido e transformado em produto que é retirado
do reactor. Das vantagens do CSTR salienta-se a facilidade de operagéo e a inexisténcia da
necessidade de monitorizacéo rigorosa ao longo do processo. A desvantagem principal deste
tipo de alimentacdo é a baixa taxa de converséo por unidade de volume. No regime continuo
em PFR existe entrada dos reagentes por um lado do reactor e a reacdo acontece
progressivamente ao longo do reactor na dire¢do axial do mesmo. Como a Figura 1.6 mostra,
existe um decréscimo da concentracdo de reagentes e um aumento da concentracdo de
produto ao longo do eixo do Y, enquanto que na direcdo radial (eixo X) as concentracdes
permanecem inalteraveis. No que diz respeito as vantagens do PFR possui elevadas taxas de
converséo por unidade de volume mas por outro lado ndo é de facil operagéo, e a manutengéo
€ mais cara do que o CSTR. Ambos os regimes apresentam no entanto a possibilidade o uso
de células ou enzimas imobilizadas o que se afigura como uma vantagem. 353637.38

Por ultimo, existe ainda um outro tipo de alimentacdo de reactores que € o fed-batch
que acaba por reunir caracteristicas intermédias dos principios de batch e continuo. Em fed-
batch existe a adicdo ao longo do tempo de um determinado nutriente, ou conjunto de
nutrientes, havendo portanto aumento de volume dentro do vaso mecéanico ao longo do
processo. Normalmente, este processo € iniciado como um batch isto é, todos os nutrientes
sédo adicionados no inicio do processo e quando a fonte de energia se esgota (quer seja de
carbono, fosfatos ou outro composto) o fed-batch é sinalizado para iniciar. O fed-batch é
bastante implementado em processos quando se lida com culturas cujas cinéticas de
crescimento sdo inibidas pelo substrato, no caso da existéncia de organismos auxotréficos e
também quando s&@o necessarias altas densidades celulares, como no caso do projeto
SADEL_35,36,37,39
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Por vezes a existéncia de altas concentracdes da fonte de carbono principal tem um
efeito inibitério no crescimento celular. Este efeito é tipicamente observavel com a glucose em
sistemas de expressdo bacterianos, no qual devido a um excesso de glucose no meio a
bactéria metaboliza rapidamente o substrato acumulando compostos téxicos, como acetato ou
etanol. Este efeito tem consequéncias ainda mais acentuadas quando se pretende cultivar
organismos com altas densidades celulares, onde além de niveis téxicos de metabolitos
secundarios, a limitagdo por oxigénio é outra questdo que tem de ser controlada. De modo a
evitar esta situacado o regime de operacdo fed-batch é ideal pois existe uma administracéo
controlada do nutriente a uma determinada taxa especifica de crescimento () que permite que
0 organismo possua um metabolismo normal e comedido sem que haja acumulacdo de
substancias toxicas. Torna-se evidente portanto que € necessario determinar previamente para
cada estirpe o W ideal. Quanto a limitacdo de oxigénio que ocorre no reactor em cultivos de
elevada densidade celular o problema é contornado existindo uma pressdo e agitacdo no
reactor que é variavel e aumenta ou diminui consoante as necessidades aerdbias do
microrganismo.

Em fed-batch, a administracdo dos nutrientes ao longo do tempo, comumente
denominadas como Feedings rege-se pela equacéo 1:

Q=Qpxe (1)
Em que:

Q — caudal de administracdo ao momento t (L/min)

Qo — caudal de administragéo inicial (L/min)

U - taxa especifica de crescimento do microrganismo (h?)
t — tempo decorrido desde o inicio do fed-batch (h)

A equacgdo que expressa 0 crescimento microbiano ao longo do tempo é dada pela

equacao 2:
x = xpeM 2)

Em que:

X- concentragéo de células ao momento t (g/L)

Xo- concentragdo de células inicial (g/L)

- taxa especifica de crescimento (h1)

t- tempo decorrido desde o inicio do crescimento microbiano (h)

Caso se pretenda determinar pardmetros como o U a equacdo anterior pode ser
desenvolvida formando a equacgéo 3:

Inx = Inxy + ut ()

Todos os tipos de reactores referidos anteriormente sdo adequados para utilizagdo em
processos single phase. Existem portanto reactores mais adequados para situagdes em que
sejam necessarias a presenca de mais do que uma fase, como por exemplo para processos
que envolvem imobilizacdo de enzimas ou células. No que diz respeito a reactores multifasicos
existentes destacam-se o bioreactor de leito empacotado, o bioreactor air-lift, 0 bioreactor de
leito fluidizado, e ainda o bioreactor de membranas.37:38

Quando se pretende obter o maximo de produtividade e rendimento possivel num
processo de producdo de um composto num bioreactor diversas estratégias podem ser
implementadas em diferentes passos do processo para tentar otimiza-lo. Como ja foi referido
no projeto SADEL atinge-se elevadas densidades celulares através de fed-batch e uma das
estratégias mais implementadas no desenvolvimento de processos de producdo trata-se de
tentar otimizar o meio de cultura e também os feedings administrados. Em fed-batch o controlo
dos feedings é essencial pois como ja foi dito pode ditar uma boa produtividade de um lote do
bioterapéutico em questéo.

1.5 Purificagdo de proteinas

Com o0 aumento de produtividades obtidas em upstream em que processos que
rendiam mg/L passaram a render g/L de produto, o downstream teve de se adaptar quer a nivel
de equipamentos quer a nivel de inovagdo tecnoldgica para poder corresponder as exigéncias
requeridas pelo universo biotecnologico onde se exige produtos com alta pureza e qualidade
com o minimo de tempo despendido.*® Compreende-se portanto que o downstream processing
pode acarretar até cerca de 70% dos custos totais do desenvolvimento de um processo de
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producéo e purificacao de proteinas e que, como tal, o delineamento de um plano de acédo para
poder economizar 0s custos sem comprometer na eficacia e rendimento do processo € de cariz
obrigatorio.#? Apesar de existirem esfor¢cos para que upstream e downstream processing
trabalhem em modo continuo otimizando assim os recursos humanos e materiais existentes,
tipicamente o downstream ocorre em modo batch.#?4 O uso de diversas colunas
cromatograficas a funcionarem em simultdaneo em modo continuo através de técnicas como
cromatografia em leito mdével simulado é possivel atingindo por vezes maiores purezas,
maiores produtividades por seccdo de fase estacionaria, e ainda menos consumo de
reagentes.*445

Cada processo de purificagdo ird depender das caracteristicas da proteina em questéo,
como tal um estudo prévio das especificidades da mesma € necessério. Caracteristicas como a
gama de estabilidade de pH, o ponto isoelétrico, sequéncia de aminoacidos, afinidade para
certos ligandos, peso molecular e hidrofobicidade da proteina sdo pardmetros que tém de ser
estudados e conhecidos de modo a reunir toda a informacdo necessaria para poderem ser
escolhidos os equipamentos e materiais mais adequados para o processo. Uma representacao
generalista dos passos de purificacdo de um produto biolégico encontram-se representados na
Figura 1.7.

Bioreacéo
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celulares contaminantes residuais

Figura 1.7- Representacéo dos passos sequenciais de downstream visando a
purificagdo de um composto biolégico.

A maioria dos processos de purificacdo de proteinas envolve um ou mais passos de
cromatografia, sendo que um processo tipico deste género tenta adotar uma estratégia de
purificacdo a 3 passos: captura, purificagdo intermédia e polishing.*647 Antes de proceder a um
passo de cromatografia tem sempre que existir um passo de extracéo de amostra e clarificagdo
da amostra. O objetivo deste passo é bem definido e consiste na remocgédo da proteina alvo do
material biol6égico em que se encontra. Neste passo é essencial que a metodologia escolhida
seja robusta e escalavel, caso se pretenda aumentar de escala no processo. No caso de
produtos extracelulares, uma centrifugacéo consegue clarificar de maneira eficiente a amostra
biolégica. No caso de produtos intracelulares é necessario libertar o conteddo intracelular,
podendo optar-se por métodos quimicos ou métodos mecéanicos de ruptura celular. Os
meétodos quimicos, tais como lise enzimatica, uso de detergentes ou métodos de secagem,
apesar de apresentarem bons resultados a uma escala laboratorial, sdo processos
extremamente dispendiosos e morosos quando se aumenta a escala e portanto impraticaveis.
Os métodos mecanicos, como o uso de homogeneizadores de alta pressédo e o uso do moinho
de bolas, s@o robustos e escalaveis apresentando-se como o0s mais indicados para um
processo a escala industrial. No entanto, € sempre essencial o estudo prévio do material
biologico a disruptar pois fatores como sensibilidade do material a temperatura e a forcas de
tensao de corte podem fazer com que se opte por outro método de disrupcdo mais adequado.3®
Com o avango da biologia molecular tornou-se possivel otimizar algumas caracteristicas destes
passos iniciais de disrupcao e clarificacdo. Técnicas de engenharia genética tornaram possivel
aumentar velocidades de sedimentacdo que auxilia durante a centrifugacdo, assim como
secrecbes da proteina alvo para 0 meio extracelular mesmo em microrganismos que
naturalmente ndo o fariam. Tornaram ainda possivel a ocorréncia de uma apoptose de E. coli
apos a inducao com Isopropil B-D-tiogalacto-piranozideo (IPTG) evitando a necessidade de um
passo de disrup¢do. Tudo isto sdo ferramentas de engenharia genética que ja foram aplicada e
gue auxiliam o downstream processing.'* Como método de clarificacédo, destaca-se ainda o uso
de filtragdo por membranas através de técnicas como filtracdo tangencial (TFF) e todas as suas
variantes existentes que permite de maneira eficaz filtrar e separar componentes biolégicos,
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quer se tratem de proteinas ou microrganismos, com base no tipo de membrana utilizada e nas
condicdes de operacao escolhidas.40.4248

O passo de captura consiste num passo de purificacdo inicial da molécula alvo logo a
seguir a sua extracao do material biolégico inicial. Neste passo o objetivo é isolar, concentrar e
estabilizar a proteina no minimo de tempo possivel, para introduzi-la num ambiente em que
seja preservada a sua atividade. Isto é atingido escolhendo uma técnica de alta capacidade
gue remova contaminantes criticos como proteases ou glicosidases, e que ao mesmo tempo
permita concentrar a amostra para reduzir o volume da mesma, permitindo usar colunas mais
pequenas nos passos posteriores de purificagdo. O passo de purificagdo intermédia tem como
objetivo fazer a separacéo da proteina alvo da maioria das impurezas presentes em solugéo,
tais como outras proteinas, acidos nucleicos, endotoxinas e virus. Neste passo de purificacao
da-se maior importéncia a resolucdo da metodologia para uma eficiente separacdo dos
componentes, tal como a uma elevada capacidade. Por Gltimo, o passo de polishing consiste
na remocao final de contaminantes residuais como variantes estruturais da proteina que
causam heterogeneidade, de endotoxinas e de reagentes usados durante o processo. Permite
ainda fazer um ajuste final de pH e de certificar que a proteina se encontra em condicfes de
ser armazenada. Neste passo € portanto importante ter uma metodologia que tenha alta
resolugdo e que permita discriminar entre variantes estruturais da proteina.4647

Existem diferentes técnicas de cromatografia que se regem por diferentes principios, e
€ justamente o conhecimento das caracteristicas da proteina alvo que permite explorar as
diferencas entre as diversas técnicas existentes de modo a escolher a combinacdo de técnicas
mais correta para o processo em questdo. O objetivo de qualquer processo de purificacdo de
uma proteina € poder atingir o nivel de pureza desejada no minimo de passos possiveis, como
tal um encadeamento légico de metodologias compativeis umas com as outras com 0 maximo
rendimento global do processo é desejado.

Conhecendo o ponto isoelétrico da proteina alvo pode-se optar por uma cromatografia
de permuta iénica (IEX). O principio cientifico desta metodologia baseia-se na ligacédo
reversivel entre a resina cromatografica e uma proteina que se encontra com determinada
carga dependendo do pH. Se se operar a um pH inferior ao ponto isoelétrico da proteina, a
mesma encontra-se positivamente carregada como tal ir4 ligar-se a uma resina com ligandos
negativos. Obviamente se a amostra estiver a um pH superior ao ponto isoelétrico o inverso se
observa. A eluicdo neste tipo de técnica tipicamente acontece com um gradiente crescente de
sal, usualmente cloreto de sddio a altas concentra¢Bes, ou realizando um gradiente de pH.
Esta técnica é de alta capacidade, ou seja, permite elevados volumes de amostra o que a torna
uma metodologia indicada para um processo de captura ou purificagdo intermédia.*® Apesar de
usualmente a proteina de interesse se ligar a resina, podera aplicar-se este processo para que
as impurezas se liguem quando se aplica a amostra a coluna, ao contrario da proteina alvo que
sairia no flowthrough.

Outra técnica de cromatografia comumente utilizada é a cromatografia de afinidade
(AC). Nesta cromatografia a resina utilizada possui ligandos que tém afinidade para a proteina
alvo (e outros contaminantes que tenham a mesma apeténcia para ligar). Estes ligandos
estabelecem uma ligacdo reversivel mas altamente especifica, tais como antigénio-anticorpo,
enzima-substrato ou recetor-ligando. Nesta técnica a eluicdo pode ser realizada
especificamente, através do uso de um ligando a competir pelo local de ligacdo, ou
inespecificamente, através de alteracéo de pH, polaridade ou forca i6nica.®

Destaca-se ainda a cromatografia de interagédo hidrofébica (HIC) e a cromatografia de
fase reversa (RPC). Estas técnicas partlham o mesmo principio cientifico explorando a
hidrofobicidade dos residuos da proteina que vao interagir reversivelmente com a estrutura
hidrofobica da resina. Esta técnica é potenciada e tem uma maior eficacia quando a amostra se
encontra num tampao com elevada forga i6nica, como por exemplo na presenca de altas
concentragdes de sais, 0 que a torna ideal para um passo seguinte a uma permuta iénica. A
diferenca principal entre estas duas técnicas € o tipo de ligando utilizado na resina sendo que a
cromatografia de fase reversa apresenta ligandos que estabelecem ligacées muito mais fortes
as proteinas do que os ligandos da cromatografia de interacdo hidrofébica.5® Como tal, a
eluicdo em fase reversa acaba por ser muito mais agressiva para as proteinas pois séo
necessarios solventes organicos para desfazer as ligacdes estabelecidas, podendo
comprometer a estrutura tri-dimensional da proteina e consequentemente comprometer a sua
atividade biolégica. A eluicdo em cromatografia de interacdo hidrofébica costuma ser feita com
um gradiente decrescente de sal apresentando-se como uma vantagem comparativamente ao
modo de operacéo da cromatografia de fase reversa.
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Filtracdo-gel, ou cromatografia de exclusdo molecular (SEC) é uma técnica de
cromatografia que se baseia na separacdo de proteinas com base na sua diferenca de peso
molecular. Como a resina neste tipo de cromatografia possui canais estreitos, proteinas com
maior peso molecular ndo conseguirdo entrar por esses canais deslocando-se mais
rapidamente ao longo da coluna, enquanto que proteinas de baixo peso molecular conseguem
entrar nesses canais e como tal irdo demorar mais a percorrer todo o percurso existente e irdo
sair da coluna mais tarde. Trata-se das poucas técnicas de cromatografia que ndo depende de
um tampaéo de eluicdo, pois o tampao em que a amostra se encontra é trocado pelo tampéao
existente na coluna. Esta técnica é ideal como uma técnica de polishing, quando os volumes de
amostra sao mais pequenos para ndo afetar a resolucéo da resina.5?

1.6 Good Manufacturing Practices (GMP)

Uma das caracteristicas a considerar no scale-up de um bioprocesso com vista a
producdo em grande escala de um produto terapéutico, € se o produto e respetivo modo de
producdo preenche todos os requisitos necessarios para poder ser considerado que foi
fabricado de acordo com as diretrizes Good Manufacturing Practices (GMP). Estas diretrizes
s&o essenciais para as empresas biotecnol6gicas e farmacéuticas pois estas asseguram que 0
produto que esta pronto a ser comercializado foi fabricado respeitando certos parametros que
atestam a sua qualidade e validade tanto do ponto de vista cientifico como do ponto de vista
legal, ndo comprometendo ou metendo em risco a salde do consumidor.53

Neste caso especifico de produgdo de uma proteina recombinante em bioreactores
para fins terapéuticos ha alguns detalhes que tém de ser controlados para se poder dizer que o
composto foi produzido de acordo com regras GMP. Alguns pardmetros como por exemplo 0s
componentes da cultura do microrganismo (quer sejam 0s meios de cultura ou os antibiéticos a
utilizar) ou até mesmo o sistema de introducdo e expressao do composto de interesse tem de
ser estudado para melhor se adequar as diretrizes GMP. Nomeadamente em relacdo aos
meios de cultura, um produto feito de acordo com paradmetros GMP né&o podera conter no seu
processo de producgdo qualquer componente que possa ter origem animal, visto esses mesmos
compostos poderem ser uma plataforma para infecdo de agentes patogénicos.

Do ponto de vista GMP, apenas 0s meios de crescimento quimicamente definidos
poderdo ser usados no processo de crescimento do microrganismo e consequentemente do
biofarmaco que ira ser produzido. Este tipo de meio é o Unico que possui composi¢des
quimicas dos nutrientes conhecidas e exatas e que portanto consegue assegurar que nhao
existe qualquer vestigio animal ou vegetal que podera servir como um foco de contaminagéo
de lotes clinicos. O uso de antibi6ticos também tera de ser cuidado pois tem de ser escolhido
cautelosamente para evitar potenciais reacdes secundarias, tais como alergias aos pacientes
gue irdo beneficiar do produto final.>* Dentro dos antibiéticos, alergias aos B-lactamicos séo os
mais criticos.

Também no downstream é necessario operar sobre algumas diretrizes segundo a
regulamentacdo GMP. Destacam-se substancias como agentes redutores, surfactantes e
detergentes que poderdo ser usadas no decorrer do processo como aditivos para melhorar a
eficacia de um determinado passo, mas que na validagdo do processo de purificagdo tem que
se garantir que ja ndo se encontram presentes no produto final. Trata-se portanto de um
controlo dos reagentes a utilizar, todos eles tém de ser passiveis de ser detetados e a sua
origem rastreada. Os materiais a serem utilizados merecem também a aten¢do do operador,
devendo existir preferéncia sobre materiais descartdveis de uso Unico pois estes tém a
certificacdo do fabricante que estdo em condi¢cdes de ser utilizados e ndo existe qualquer
possibilidade de contaminagdo por usos prévios. Por ultimo, de salientar ainda que para um
processo de purificacdo ser considerado GMP tem que ter todo um conjunto de fatores
validado e certificado, tais como procedimentos de limpeza de equipamentos, manutencdo de
equipamentos, reprodutibilidade dos resultados, entre outros.5556

1.7 Projeto SADEL

O projeto SADEL trata-se de um projeto financiado por fundos europeus e que tem
como objetivo principal o desenvolvimento de uma nanofitina para aplicagbes clinicas
nomeadamente na area das doencas inflamatdrias. As nanofitinas sdo proteinas com baixo
peso molecular (cerca de 10kDa) geradas artificialmente através de diversos ciclos do
processo de ribosome display ja descrito anteriormente. Estas proteinas tém a capacidade de
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ligar seletivamente a antigénios, mimetizando portanto a atividade dos anticorpos. E justamente
esta a principal aplicacdo das nanofitinas exibindo diversas vantagens em relacdo aos
anticorpos como: tamanho reduzido (eliminando o problema existente dos anticorpos de
penetracdo nos tecidos); uma grande estabilidade (quer a niveis térmicos, de pH como também
de resisténcia mecénica); grande afinidade para o alvo (atinge a gama dos sub-nanomolares
nos monoémeros); boa versatilidade e adaptabilidade (possibilidade criagcdo dimeros ou outros
complexos para potenciar afinidade).3°

No contexto deste projeto, pretende-se desenvolver nanofitinas com alta afinidade para
targets envolvidos na incidéncia de doencas inflamatérias crénicas, nomeadamente Doenca de
Crohn e a Colite Ulcerosa. Estas doencas apesar de possuirem semelhangcas na
sintomatologia, possuem as suas diferencas na extensdo da doenca. A colite ulcerosa é uma
doenca inflamatdria crénica que causa inflamac®es e Ulceras apenas no colon enquanto que a
doenca de Crohn pode afectar todo o tracto gastrointestinal, desde a boca ao anus. No entanto
ambas sdo doencas inflamatdrias crénicas com causa incerta, sendo que uma mistura de
fatores genéticos e ambientais mostram-se como preponderantes para a incidéncia da doenca.
Nestas doencas a interacdo entre estes fatores levam a que, por razdo desconhecida, exista
um excesso de células desreguladas do sistema imunitario que sinalizam certos componentes
da flora intestinal para destruicdo. O conjunto de sintomas que estas doencas provocam
incluem diarreia, febre, dor abdominal e perda de peso.5%¢ Como se trata de uma doenca que
esta envolvida em processos inflamatérios existe libertacdo de diferentes mediadores tais como
as interleucinas, TNF a e interferdo, que contribuem para a diversidade de sintomas que esta
doenca acarreta. Como a doenca é cronica e a causa idiopéatica, as terapéuticas existentes
passam por atenuar os sintomas ao inves de tratar a origem do problema. O uso de antibiéticos
e probidticos permitem manipular, e de certa maneira, influenciar o crescimento da flora
intestinal no paciente, enquanto que o uso de farmacos anti-inflamatdrios permite neutralizar
mediadores inflamatérios.>® As nanofitinas irdo ter um mecanismo semelhante aos farmacos
anti-inflamatorios interagindo por inibicdo competitiva com o receptor de TNF a presente nos
macrofagos inibindo a libertacdo deste composto. As nanofitinas apresentam afinidades muito
altas para este target chegando inclusivamente a gama das pM.

O objetivo final do projeto SADEL no iBET passa por estabelecer um processo
otimizado tanto a nivel de upstream como de downstream e produzir uma nanofitina lead de
acordo com as especificacdes GMP trabalhando para tal efeito em associacdo com os
parceiros com certificacdo GMP, a Genibet. No inicio do projeto SADEL existia um leque de
diferentes nanofitinas que ao longo do decurso do projeto tém vindo a ser gradualmente
reduzidas visando a eleicdo de uma nanofitina lead que retna as caracteristicas desejadas
para posterior desenvolvimento. Alguns critérios de eliminagdo de nanofitinas passam por
ensaios de atividade e estabilidade que se apresentaram como baixas. Apesar de existirem
algumas nanofitinas disponiveis, atualmente a nanofitina lead ainda nédo foi escolhida estando
ainda esta decisdo aberta para discussdo com o0s parceiros europeus do projeto SADEL.
Apesar o objetivo principal para ja ndo ser atualmente de produzir a nanofitina de acordo com
parametros GMP, foram estudados no curso das producdes que se realizaram a influéncia de
algumas condi¢cdes e seu impacto na produtividade das nanofitinas. Entre as condictes
estudadas incluem-se por exemplo o efeito de usar um meio quimicamente definido, de tentar
obter um produto livre de endotoxinas e de qualquer outra fonte de contaminagcdo como
bacteri6éfagos lisogénicos. No fundo o objetivo trata-se de definir e implementar um processo
que facilitard a transicdo para um contexto GMP.

No &mbito desta tese e visando a implementac&do de um processo de producdo com a
maxima produtividade foram testadas diferentes condi¢gbes nas fermentagfes no bioreactor tais
como o efeito da taxa especifica de crescimento e também o efeito de parametros como
tempos de inoculacdo e inducdo 6timos para o microrganismo. Em pequena escala foram
também estudadas condi¢Ses 6timas para o crescimento microbiano, assim como a selegéo de
clones recombinantes que mostram ser superiores em termo de produtividade da nanofitina. No
downstream processing houve espaco também para diversas otimizacdes do processo, tendo
sido testadas diferentes técnicas de cromatografia como IEX e HIC, em diferentes condicfes
de tampdes de cromatografia. Técnicas complementares de purificacdo como o TFF e a
determinacdo de endotoxinas no produto final e analise de diferentes conformacdes da
nanofitina por SEC tiveram também lugar no projeto SADEL. Entre as nanofitinas estudadas
estdo a Sequéncia 2 (S2), o dimero S2(L30)S2 e ainda a S2 com sequéncia modificada (S2-
modificada). E referida ainda para efeitos de comparacdo a Sequéncia 1 (S1) modificada (S1-
modificada). As proteinas com sequéncias modificadas tiveram origem nas suas originais mas
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possuem alteracdo de alguns aminoacidos na sua sequéncia. Embora tenham sido estudadas
todas as nanofitinas referidas foi dado maior destaque a S2-modificada por apresentar
resultados mais satisfatorios quer a nivel de atividade, como de estabilidade e toxicidade.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Material biolégico e meios de cultura

No ambito deste projeto europeu e visando a escolha de uma estirpe ideal para
producé@o em larga escala de nanofitinas diferentes estirpes foram testadas ao longo do tempo,
de onde se destacam a E. coli Acella pLysS, E. coli DH5a F’IQ e. coli SHuffle T7 Express
pLysY. A estirpe E. coli SHuffle T7 Express pLysY foi a que mereceu maior atencéo e destaque
pois trata-se da estirpe escolhida para fazer a producéo final da nanofitina. A estirpe E. coli
SHuffle (New England Biolabs) trata-se de um microrganismo geneticamente modificado a
partir de uma estirpe parental, a E. coli K12, para permitir a formacado de pontes dissulfeto entre
proteinas no citoplasma. As estirpes sofreram uma transformacao, tendo incorporado o
plasmideo pQE-30 (Qiagen, Venlo, Holanda) que possui 0 gene de interesse que codifica a
nanofitina em questao. A Affilogic, parceiro do iBET no projeto SADEL, foi quem forneceu as
estirpes transformadas prontas para a producéo.

Diferentes meios de cultura foram destinados ao cultivo das estirpes, tendo sido
utilizados para esse fim tanto meios ricos como meios quimicamente definidos. Nas tabelas
seguintes encontram-se descritas as composi¢des dos diferentes meios de cultura utilizados,
concentracdes dos componentes e método de esterilizagéo utilizado.

Tabela 2.1- Composicédo do meio 2YT usado no Cell Bank e nas fermentacdes em frasco.

Peptona 16 g/L
Extrato de levedura 109t Preparado em 80-90% do volume total, ajustado o pH a 7,
Cloreto de sédio 5 g/L esterilizado a 121°C durante 60minutos.
Ampicilina lg/L
ClernmiEniee] 050l Preparada uma solugéo concentrada, esterilizada
Glucose 10 g/L por filtragdo em 0.22um.

Tabela 2.2- Composicéo do meio quimicamente definido usado nas fermentacées do bioreactor.

Monohidrogenofosfato 18 g/L
de dipotassio
Dihidrogenofosfato de 5.2 g/lL
monopotassio Preparado em 80-90% do volume total, ajustado o pH a 7,
Citrato de so6dio 5.6 g/L esterilizado a 121°C durante 60minutos.
Sulfato de aménia 25¢9/L
Sulfato de magnésio 1g/L Preparada uma solucdo concentrada, esterilizada a
121°C durante 60 minutos.
Glucose 10 g/L Preparada uma solugéo concentrada, esterilizada a
121°C durante 60 minutos.
Solucéo stock de 2.5 mL/L Preparada uma solugéo concentrada, esterilizada por
Cloreto de ferro filtracdo em 0.22pum.
Ampicilina 0.1g/L
Cloramfenicol 0.05g/L Preparada uma solucéo concentrada, esterilizada por
Tiamina 0.005 g/L filtragdo em 0.22um.
Solucéo stock de Trace 2.5 mL/L Preparada uma solucédo concentrada, esterilizada por
Elements filtracdo em 0.22um.




Tabela 2.3- Composicdo da solugdo stock de Cloreto de Ferro.

Componente Concentragao

Cloreto de ferro 6.46 g/L

Tabela 2.4- Composicéo da solugéo stock de Trace Elements.

Componente Concentragéo
Cloreto de Manganésio (ll) tetrahidratado 0.8 g/L
Cloreto de Zinco (II) 1.36 g/L
Molibdato (VI) de sddio dihidratado 0.2g/L
Acido bérico 0.04 g/L
Sulfato de Cobalto (1) heptahidratado 0.25g/L
Cloreto de Célcio dihidratado 6.8 g/L
Cloreto de Cobre (ll) dihidratado 1.73 g/L

Tabela 2.5- Composicéo do Feeding 1 usado nas fermentacdes do bioreactor.

Glucose 700 g/L Preparado em 80-90% do volume total, ajustado o pH a 7,
esterilizado a 121°C durante 60minutos.
Sulfato de magnésio 40 g/L Preparado em 80-90% do volume total, ajustado o
pH a 7, esterilizado a 121°C durante 60minutos.
Solucao stock de 12.5 mL/L Preparada uma solucédo concentrada, esterilizada
Trace Elements por filtracdo em 0.22um.
Solucéo stock de 12.5 mL/L Preparada uma solugéo concentrada, esterilizada
Cloreto de ferro por filtracdo em 0.22um.
Ampicilina 0.1g/L
Cloramfenicol 0.05 g/l Preparada uma solucdo concentrada, esterilizada por
Tiamina 0.05 gL filtragcdo em 0.22pm.

Tabela 2.6- Composicéo do Feeding 2 usado nas fermentacdes do bioreactor.

Monohidrogenofosfato 212g/L
de dipotassio Preparado em 80-90% do volume total, ajustado o pH a 7,
Dihidrogenofosfato de 106g/L esterilizado a 121°C durante 60minutos.
monopotassio

Por dltimo, de salientar ainda que todos os meios de cultura a que também é
adicionado IPTG, indutor de expresséo da nanofitina, que é usado a concentracdes de 1mM.

2.2 Cell bank

Para a construcdo dos bancos celulares foi inoculada a estirpe parental em meio 2YT,
os quais foram deixados a incubar overnight a uma temperatura de 37°C e uma agitacédo de
125rpm até que atingisse uma ODsesnm (Densidade ética a 595nm) entre 2 e 3. Foi também
preparada uma solucao de 20% Glicerol, que foi adicionada a suspenséao celular na razao 1:1.
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De seguida, a mistura foi distribuida em aliquotas de 1mL em cryovials que foram conservadas
a -80°C.

2.3 Fermentagdes em frasco

Para o crescimento do inéculo foi retirado um cryovial do cell bank respetivo e foi
adicionado o seu contetido ao meio de cultura 2YT que foi deixado a incubar overnight a uma
temperatura de 37°C e agitacdo de 150rpm. Quando a ODsgsnm atingiu um valor de
aproximadamente 4 transferiu-se uma quantidade do inéculo para um novo recipiente com
meio 2YT juntamente com um indutor da expressdo da proteina, o IPTG. A incubacédo da
cultura mantém-se até 4-5 horas depois da inducdo, onde apés esse tempo a solugcdo é
centrifugada a 7460xg a 4°C durante 20 minutos. Apés centrifugacdo descarta-se o
sobrenadante e o pellet é pesado e armazenado a -20°C para posterior purificacdo da amostra.
Retira-se também uma amostra antes da centrifugacéo, destinada a fins analiticos.

2.4 FermentagOes em bioreactor

Todas as fermentagcbes em escala piloto do projeto SADEL foram realizadas no
bioreactor Bioengineering LP351 (Bioengineering, Sagenrainstrasse, Suic¢a). Dois crescimentos
microbianos foram realizados antes da respetiva inoculacdo no bioreactor. Na figura 2.1 estéo
representados os crescimentos realizados até ao momento da inocula¢do no bioreactor.

37°C, 150rpm, 37°C, 150rpm,
overnight ~5horas
> » | B—r—1
-
100mL 700mL 30L

Figura 2.1- Representagdo esquematica dos crescimentos microbianos realizados
numa fermentagéo de escala piloto até ao momento da inoculagdo no bioreactor.

O primeiro crescimento foi realizado overnight a 37°C e com agitagdo de 150rpm. No
dia seguinte transferiu-se uma quantidade de volume suficiente da cultura primaria para que a
cultura secundaria possuisse uma ODsgshm entre 0.1 e 0.2. O microrganismo € deixado a
crescer a 37°C a 150rpm até ao momento da adicdo ao bioreactor. Enquanto as culturas
crescem, os sistemas de adicdo e tubagens do bioreactor sGo montados, existindo nestas
fermentacdes trés sistemas de adi¢céo:

-Sistema de Adicdo 1: Destinado a adicdo de Sulfato de Magnésio; de Glucose; de
Ampicilina/Cloramfenicol/Cloridrato de Tiamina; Solucdo Stock de Trace Elements; Solucéo
Stock de Ferro; IPTG; e do Feeding 1;

-Sistema de Adicdo 2: Destinado a adigdo de base para controlo de pH (NH4OH a
25%);

-Sistema de Adigdo 3: Destinado a adicdo de Anti-espuma Simethicone; do Indculo; e
de Feeding 2.

Como se pode constatar existem duas solugfes de Feeding independentes, porém
estas sdo administradas ao longo do tempo simultaneamente. Como o controlo das adicdes
das solucbes do Feeding 1, do Feeding 2, da base e do Anti-espuma séo feitos ao longo do
tempo e através de controladores presentes no bioreactor (isto €, ndo sédo adicées de uma vez
s6) estas solucBes estdo ligadas bombas peristalticas, que estdo configuradas no sistema de
monitorizacdo e controlo UBICON que funciona automaticamente de acordo com os sinais
fornecido pelo bioreactor.

As condi¢Bes gerais de operacdo do bioreactor durante a bioreaccdo sdo as seguintes:
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-Temperatura constante a 37°C;

-pH ajustado a 7.0 antes da bioreaccédo e controlado a esse valor com solucdo de
amonia durante o bioprocesso;

-Agitacdo variavel de acordo com as necessidades de pO:, estando compreendida na
gama de 200 a 1000 rpm;

-Pressao variavel de acordo com as necessidades de pO:, estando compreendida na
gama de 100 a 800 mbar;

-Fluxo de ar a 30L/min;

-pO2 controlado através da agitacéo e pressdo no reactor para se manter a 30%;

-Anti-espuma era administrada com pulsos de 1 segundo em ciclos de 1 minuto;

O inicio da administracdo dos Feedings ocorre apds aumento de pH derivado do facto
de o microrganismo consumir todo o substrato presente no meio inicial presente no bioreactor,
e a partir desse momento 0 mesmo comecar a consumir os intermediarios metabdlicos subindo
assim o pH da solucéo. Isto sinaliza o bioreactor para comecar a administrar as solucfes de
Feeding, comecando entédo o fed-batch que se pretende implementar no bioprocesso seguindo
a equacao 1 descrita anteriormente.

Para o Feeding 1 optou-se por um caudal inicial (Qo) de 40g/h sendo o p varidvel a
cada fermentacdo indo desde 0.175h! até 0.35h-1. Para o Feeding 2 optou-se por um Qo de
4g/h e um Y também variavel desde 0.175h* até 0.35h1. A inducdo ocorre com IPTG quando
se atinge um caudal de 900g/h. Apés 4 horas da indugéo a bioreaccdo € suspensa, e procede-
se a recolha da cultura. De seguida centrifugou-se a cultura crescida a 7460xg a 4°C durante
20 minutos. Apos centrifugacé@o descarta-se 0 sobrenadante e o pellet é pesado e aliquotado.
Posteriormente estes sdo armazenados a -20°C para futura purificagdo da amostra.

Durante todo o processo de bioreac¢ao foram retiradas amostras do bioreactor de hora
a hora (antes da inducao) e de meia hora em meia hora (apés indugéo) para serem medidas as
ODsesnm. Essas amostras retiradas do fermentador destinam-se também a determinagdo de
metabolitos.

2.5 Disrupcéo celular/Centrifugacao

A biomassa proveniente de 3.1.2 com p de 0,2h! foi ressuspendida em tampé&o de
disrupcdo numa razdo de 4mL/g de biomassa. De seguida a solugdo foi colocada no
homogeneizador Avestin C-5 (Avestin, Ottawa, Canada) ou APV-2000 (SPX, Charlotte,
Estados Unidos da América) (consoante a escala do processo) onde foi submetida a uma
passagem sem pressdo e duas passagens a 900bar cada. Estando a etapa de
homogeneizacdo completa, a suspenséo celular foi centrifugada a 17500xg a 4°C durante 30
minutos, seguindo-se um ajuste de pH.

2.6 Filtragcao/Clarificagéo

Na purificacdo em pequena escala, é realizada uma filtragdo em vacuo com filtros
Vacucap 0,8/0,2um (Pall Corporation, New York, USA) apés centrifugacdo. No caso da
purificacdo em grande escala, foi realizada uma filtracdo em série com dois filtros com tamanho
de poro diferentes. Nestes dois passos de filtracdo sequencial a solugdo passou primeiro num
filtro de poliétersulfona (PES) Maxicap Sartopore 0,45um (Sartorius, Goéttingen, Alemanha) e de
seguida num outro filtro PES Maxicap Sartopore 0,2um.

2.7 Filtracado tangencial (TFF)/Unidades de filtragc&o por centrifuga

O passo seguinte é variavel consoante a escala do processo. Em pequena escala séo
usadas unidades de filtragdo por centrifuga, em grande escala é realizado um passo de
fitracdo tangencial. No caso de pequena escala sdo usados os Vivaspin 20 de 30kDa
(Sartorius, Géttingen, Alemanha), onde foram realizados ciclos de centrifugacéo a 4000xg a
4°C durante 5 minutos.

No caso de se realizar TFF, a amostra clarificada foi entdo aplicada num sistema de
membranas semelhante ao que esta representado na Figura 2.2. Como a Figura 2.2 mostra a
amostra clarificada € primeiro aplicada a uma membrana de PES Sartocon Slice Disposable
com cutoff de 30kDa (Sartorius, Géttingen, Alemanha). Como a proteina-alvo tem um peso
molecular de sensivelmente 10kDa, a mesma ird permear esta membrana, estando o retentado
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a recircular para o frasco de administracao inicial. O permeado da membrana de 30kDa é entéo
recolhido para um frasco independente e é administrado a uma membrana de PES Sartocon
Slice Disposable com cutoff de 5kDa (Sartorius, Géttingen, Alemanha). Neste passo a proteina
nao passa a membrana, logo o que interessa recolher é o retentado da membrana de 5kDa.
Este passo permite-nos portanto diminuir drasticamente o volume de solucdo que ira ser

aplicado a coluna de cromatografia a0 mesmo tempo que remove bastantes impurezas,
nomeadamente compostos pirogénicos. A presséo transmembranar de operacao foi entre 0.5 e

1 bar.
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Figura 2.2- Representacgéo do esquema de montagem do Sistema de TFF implementado.

2.8 Cromatografia de permutaidnica (IEX)

O processo de cromatografia de permuta ionica foi realizado num Akta Explorer 100
(GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) numa coluna xk16 ou xk26 consoante a escala do
processo, sendo que o bioprocesso foi controlado através do software Unicorn 5.11. A resina
utilizada foi a Fractogel SO3- (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) que foi empacotada a um
caudal de 20mL/min. Apés a coluna ter sido equilibrada com o Tampéao de equilibrio respetivo a
amostra foi aplicada a coluna a um caudal de 7mL/min com um alarme de presséo de 0.5MPa.
Seguiu-se a lavagem da coluna com o tampé&o de equilibrio e por dltimo foi feita a eluicdo da
coluna com um gradiente linear crescente de NaCl de 0 a 100% do tampéo de eluigédo
respetivo realizado a um caudal de 7mL/min durante 8 volumes de coluna.

2.9 Precipitacéo fracionada por sulfato de amoénia

Esta metodologia consiste na precipitacdo de proteinas ao reagirem com uma solugéo
de sulfato de amdnia a uma concentracdo elevada. Adiciona-se a solucdo de 100% de
saturacao de sulfato de amoénia (~4,1M) gota a gota a solucdo que se pretende analisar. A
amostra é deixada a incubar overnight com agitacdo a temperatura ambiente. De seguida a
amostra foi centrifugada a 31000xg durante 30 minutos, de onde se aproveitou o sobrenadante
que prosseguiu para a cromatografia de interacéo hidrofébica.

2.10 Cromatografia de interacéo hidrofobica (HIC)

O processo de cromatografia de interacdo hidrofobica foi realizado num Akta Explorer
100 numa coluna pré-empacotada de 1mL Resource Phe (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino
Unido), sendo que o bioprocesso foi controlado através do software Unicorn 5.11. Apés a
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coluna ter sido equilibrada com o Tampao de equilibrio respetivo a amostra foi aplicada a
coluna a um caudal de 4mL/min com um alarme de pressdo de 1.5MPa. Seguiram-se as
lavagens da coluna com o tampéo de equilibrio e de seguida foi feita a eluicdo da coluna com
um gradiente decrescente de sal com o tampéao de eluicdo respetivo realizado a um caudal de
4mL/min durante 20 volumes de coluna.

2.11 Cromatografia de filtracdo-gel ou exclusdo molecular (SEC)

O processo de cromatografia de filtracAo-gel foi realizado num Akta Explorer 100 numa
coluna Superdex 75 HR10/30 (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), sendo que o
bioprocesso foi controlado através do software Unicorn 5.11. Apds a coluna ter sido equilibrada
com o Tampao de equilibrio respetivo a amostra foi aplicada a coluna a um caudal de
0.5mL/min com um alarme de pressdo de 0.3MPa. A coluna foi calibrada usando para tal efeito
proteinas de peso conhecido que foram injetadas, e cujo tempo de eluicdo na coluna nos
fornece um padrao de comportamento tipico da mesma. Foi construida a curva de calibracdo
com esses padrbes de proteina fazendo uma equacéo de Kav (coeficiente de particdo) vs log
(peso molecular da proteina padréo). Os valores de Kay foram calculados segundo a equagao
4:

— Ve—Vo
Kay = 7= (4)

Em que,

Kav- Coeficiente de particdo

Ve- Volume de elui¢éo da coluna (mL)
V- Volume geométrico da coluna (mL)
Vo- Volume “morto” da coluna (mL)

Esta curva de calibragdo ira fornecer informacdo acerca do peso molecular das
proteinas analisadas consoante o seu tempo de residéncia na coluna.

2.12 Concentracao/Troca de tampéo

Para o envio da proteina purificada para os parceiros europeus, normalmente é
imposto que seja aliquotado a concentracdes elevadas. Como tal, quando o processo é de
pequena escala geralmente a amostra é concentrada usando uma unidade de filtracdo por
centrifuga, Vivaspin 6 ou 20, com uma membrana PES de 3kDa. Os ciclos feitos foram de
5000xg a cada 5 minutos. Este passo de concentragdo € associado ainda a um passo de troca
de tampdo. A troca de tampdo é necessaria pois a proteina ap0s eluicdo encontra-se num
solvente com concentracfes elevadas de sais ou outros eluentes que ndo sdo adequados para
estudos fisiolégicos ou testes animais. Torna-se portanto necessario trocar de tampéao para um
fisiolégico, recaindo a escolha normalmente sobre o Phosphate Buffer Solution (PBS).

No caso de ser um processo de grande escala, apos a eluicdo da proteina da coluna
procedeu-se a sua concentracao e troca de tampao utilizando para tal efeito um passo de TFF,
por Vivaflow 200 de PES com cutoff de 5kDa (Sartorius, Gottingen, Alemanha) ou, caso o
volume seja muito elevado, por uma membrana PES Sartocon Slice Disposable com cutoff de
5kDa.

2.13 Ensaio de detecao de bacteriofagos

Apébs preparacdo de controlos positivos para os bacteriéfagos (T2 e phiX174) com a
gama de Plaque Forming Unit (PFU) correta para o ensaio, as culturas que se pretendem testar
se possuem bacteriéfagos lisogénicos foram incubadas em 100mL de meio 2YT até atingir uma
ODsesnm entre 0.15 e 0.2. Uma vez atingido essa gama de valores adicionou-se Mitomicina C
para atingir uma concentragdo na cultura de 35ng/mL. Deixou-se a cultura crescer até atingir o
valor maximo de densidade oOtica possivel, sendo que a partir desse valor foi seguido um
decréscimo das OD’s, presumivelmente devido a lise efetuada pelos bacteriéfagos. A cultura foi
de seguida centrifugada 2 vezes a 17.000xg durante 15 minutos a 4°C, tendo-se aproveitado o
sobrenadante.
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Estando os controlos positivos e as amostras a testar preparadas, iniciou-se o ensaio
que consistiu em adicionar uma mistura de 1mL estirpe a testar (E. coli Acella ou E. coli DH5aq)
com 100uL de uma cultura sensivel a infecéo de bacteriéfagos lisogénicos para caixas de Petri
com meio 2YT suplementado com 15g/L de agar. Estas caixas de Petri foram deixadas a
incubar overnight a 37°C e verificou-se a formac¢&o de nodos no dia seguinte.

2.14 Analise de metabolitos

Com o objetivo de detetar e quantificar a presenca de certos metabolitos no
crescimento das culturas microbianas foram realizados testes de detecdo dos seguintes
metabolitos: Glucose (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) Magnésio (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos da América) e Acetato (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da América).
As amostras retiradas durante cada fermentacdo tiveram de ser centrifugadas a 10000xg
durante 10 minutos, de onde se guardou o sobrenadante a -20°C. Os testes de quantificacédo
que foram realizados seguiram o procedimento fornecido pelo fabricante.

2.15 Anédlise de clones recombinantes

Para o screening e selecdo de clones recombinantes primeiro realizou-se um
crescimento overnight a 37°C com agitacdo 180rpm da estirpe E. coli SHuffle T7 Express
pLysY (S2-modificada) (SHuffle S2-modificada) em meio 2YT. No dia seguinte diferentes
diluicdes da cultura (102,103, 10+ e 10-°) foram plaqueadas em caixas de Petri com a mesma
composicdo do meio 2YT suplementado mas com 15g/L de Agar que foram deixadas a incubar
overnight a 37°C. No dia seguinte, transferiram-se as coldnias isoladas, presentes nas caixas
de Petri, para meio 2YT suplementado que foi deixado a incubar overnight a 37°C com agitacéo
de 180rpm. Foram analisadas no dia seguinte as ODsosnm das culturas e para garantir que se
esta a analisar a mesma quantidade de células, os valores das densidades foram normalizados
para um volume de cultura entre 1 e 2mL que foram utilizados para extracdo de DNA
plasmidico, utilizando o GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, Waltham, Estados
Unidos da América). Os plasmideos extraidos foram quantificados no Nanodrop 2000-C
(Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos da América) e o nimero de cépias do plasmideo
em cada clone bacteriano foi determinado segundo a equagéo 5:

Quantidade de proteina*Numero de Avogadro

o ;. ; .
= 1 =
nde copias de plasm deo por célula T ho DNA=650+n° de células

©)

Em que,

Quantidade de proteina- Fornecido pela quantificagdo no Nanodrop 2000-C (g);
Numero de Avogadro- 6.022*10% (n° de copias/mol);

Tamanho DNA- Tamanho do plasmideo pQE30 (3584 par de bases);

650- Peso molecular de um par de base do DNA (Dalton/bp);

N° de células- Fornecido pela relagdo de ODeoorm cOmM nUmero de células (células/mL).

Tendo em conta os resultados tidos do GeneJET Plasmid Miniprep Kit foram
selecionados os clones que representavam toda a gama de numero de cépias de
plasmideo/célula, para efetuar a analise de concentra¢cdes de produto em cada clone. Das
culturas previamente crescidas foram inoculados 100uL de cada clone em 10mL de meio
suplementado 2YT, o qual foi deixado a crescer overnight a 37°C com uma agitacdo de
180rpm. No dia seguinte foram medidas as absorvancias e transferiu-se quantidade necessaria
de cada cultura para um novo Erlenmeyer com meio fresco 2YT para que este ficasse com
uma OD de 1. O meio continha também indutor de expressao, IPTG, sendo de seguida deixado
a incubar durante 4 horas a 37°C a 180rpm. Apds as 4 horas retirou-se entre 1 a 2mL de
cultura (as OD’s foram normalizadas para comparar o mesmo ndmero de células) para andlise
da produtividade. Os eppendorfs foram centrifugados a 12100xg durante 20 minutos de onde
se descartou o sobrenadante e aplicou-se o reagente Bugbuster Protein Extraction Reagent
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) ao pellet obtido que ird provocar a lise celular por agdo
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de detergentes libertando o contetdo intracelular. Deixou-se o Bugbuster surtir efeito
incubando a temperatura ambiente durante 20 minutos, seguindo-se depois nova centrifugacéo
a 12100xg aproveitando-se desta feita o sobrenadante que posteriormente foi analisado por
electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

2.16 Quantificacao de proteina

Durante o processo de purificagdo a concentracdo proteica das varias amostras foi
acompanhada através do método de quantificacdo da Bio-Rad e do método de quantificacédo
por coeficiente de extingdo. O método da Bio-Rad é mais utilizado no inicio do processo
quando ainda existe uma grande quantidade de proteinas em solucdo, sendo que a leitura por
coeficiente de extincdo é aplicada em fases mais tardias da purificacdo. O método Bio-Rad
baseia-se no principio de Bradford e consiste na leitura da absorvancia a 595nm de 5mL de um
reagente corante standard (Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos da América) com 100uL da
diluicdo da amostra necesséaria. O método de quantificagdo por coeficiente de extingéo baseia-
se na lei de Beer-Lambert descrita ha equagéo 6:

A =¢€lc (6)

Em que,

A- Absorvancia a 280nm

e- Coeficiente de extingéo da proteina (M-1cm-1)

I- Percurso 6tico da cuvette (cm)

c- Concentragéo do composto em solugéo (mol/L)

O coeficiente de extingdo da proteina foi calculado pelo software ExPASy, sendo que
para ter o valor da concentracdo basta possuir o valor da absorvancia medida a 280nm na
diluicdo desejada (assumindo que o percurso Otico da cuvette € 1cm). Como 0 € é uma
caracteristica especifica de cada proteina, este método sé pode ser aplicado em fases finais do
downstream em que a proteina j se encontra pura.

Foi ainda usada a técnica de densitometria para determinacdo de concentracdes
proteicas em géis SDS-PAGE. Para esta técnica utilizou-se o software ImageJ que permitiu
analisar a densidade das bandas do gel, e com uma curva de calibracdo de Albumina de Soro
Bovino (BSA) foi permitido calcular os valores da concentracdo desejados.

2.17 SDS-PAGE / Eletroforese em gel de agarose

Com o objetivo de avaliar o processo geral de purificacdo, as amostras a cada passo
da purificacdo foram submetidas a um SDS-PAGE em géis 4-12% Bis-Tris. As condi¢bes de
operacdo da eletroforese foram 200V; 400mA; 50W durante 40 minutos e o tampdo de
eletroforese de corrida usado foi o MES. Para visualizacdo das bandas apos a corrida foi
adicionado SimplyBlue SafeStain.

Foi também realizado por vezes electroforese em géis de agarose (1%) para andlise de
amostras de DNA. O gel tem na sua composi¢cdo o corante Redsafe Nucleic Acid Staining que
permitird a visualizagdo mais tarde. O tampé&o de corrida € o TAE e as condi¢des foram 100V;
200mA; 30W durante 60 minutos.

2.18 Quantificacao de endotoxinas

Procedeu-se a leitura de endotoxinas no Endosafe-PTS (Charles River, Wilmington,
Estados Unidos da América) através do kit de detecdo Limulus amebocyte lysate (LAL). Foram
adicionados 25pL da amostra a uma determinada diluicdo a 4 pocos do cartucho e foram
anotados os parametros que o dispositivo fornece sobre as caracteristicas da amostra tais
como: Sample EU/mL; Sample RT CV; Spike RT CV; Spike Recovery. No caso da amostra ter
valores de endotoxinas muito elevados procedeu-se a sua remoc¢ao através do uso de uma
Sartobind STIC nano (Sartorius, Géttingen, Alemanha) a um caudal de 0.2mL/min.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Otimizacdo do processo de producdo da nanofitina (upstream
processing)

Um dos objetivos do projeto SADEL consiste na implementacdo de um processo de
producédo da nanofitina em larga escala. A otimizacao do upstream é portanto um dos objetivos
mais importantes do plano do projeto. Como ja foi referido no projeto SADEL optou-se por
realizar fermentacdes em fed-batch com o objetivo de obter culturas com elevadas densidades
celulares potenciando desta forma a produtividade volumétrica. Estas culturas de elevadas
densidades celulares tém de ser rigorosamente controladas de modo a evitar acumulacéo de
substancias téxicas e limitacGes por falta de oxigénio que inibem o crescimento do
microrganismo em questdo. No decurso das otimizacdes upstream foram estudados diferentes
p de modo a respeitar as condicionantes do microrganismo, assim como condi¢des especificas
do crescimento da cultura tais como tempos 6timos de inoculagdo, de recolha e temperatura
6tima de cultivo. Foi ainda feito um screening de clones de modo a detetar col6nias super
produtoras da nanofitina desejada.

3.1.1 Fermentacao fed-batch a escala de 30L para producéo da S2-
modificada

A semelhanca do que ja foi referido as fermentacdes fed-batch realizadas no SADEL
tém uma fase inicial de batch, em que todos os nutrientes estdo presentes no meio de
crescimento. Assim que ocorre a deplecao da fonte de carbono do meio, o pH irhd aumentar o
que ir4 sinalizar os controladores para se iniciar o fed-batch a um p constante através da
alteracdo dos caudais de solucéo, equacéo 1.

Os resultados obtidos referentes a primeira fermentacdo de larga escala utilizando a
SHuffle S2-maodificada com um p de 0.35h! estéo representados na figura 3.1.
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Figura 3.1- A) Evolugéo das densidades éticas do microrganismo ao longo do tempo da fermentag&o, assim
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Como a figura 3.1 (A) mostra, apesar de nesta fermentacéo a estirpe ter crescido até
valores razoaveis (OD maxima de 87,5) as condicGes que foram atingidas ndo reinem de todo
as caracteristicas desejadas para uma fermentacao a nivel industrial. Analisando a figura 3.1
(B) observa-se que existe uma lag phase de aproximadamente 12 horas até se comecar a
observar alteragdes nos niveis de pO.. Ora, a existéncia de uma fermentacao a nivel industrial
em que 12 das horas contempladas no processo ndo ocorre crescimento microbiano nem
formagéo de produto ndo é de todo desejavel.

A figura 3.1 (B) diz respeito ao controlo de diversos parametros durante o decurso da
fermentacdo. Como se pode constatar a temperatura € mantida a 37°C, o airflow a 30L/min e a
presséo e a agitacdo dentro do reactor variam de maneira a manter os valores de pO2z nos
30%. No inicio da fermentacdo os valores de pO: estdo a 100% vindo a decrescer
gradualmente ao longo do tempo a medida que a bactéria comeca a dividir-se e metabolizar os
nutrientes presentes no meio de cultura. Porém, quando chega aos 30% este valor € mantido,
primeiro, através da agitacdo que conforme se observa comeca a aumentar e,
secundariamente, quando a agitacdo ndo é suficiente, através do aumento de pressao (o que
nao se veio a verificar neste caso pois néo foi necessario). O momento da manutencéo do valor
de pO:2 a 30% coincide com um periodo em que a bactéria comeca a ter uma maior atividade
metabdlica comecando portanto a atingir valores de densidade 6tica mais altos. Isso comprova-
se tanto pelo aumento na taxa de produgdo de CO: patente na figura 3.1 (D) como também
pelos valores mais elevados de densidades oticas a 595nm presentes na figura 3.1 (A). Na
figura 3.1 (C) estéo representados os caudais de administracdo de ambos os feedings ao longo
do tempo. Como ja foi dito anteriormente no decurso das fermentacGes de grande escala
estabeleceu-se a implementacdo de dois feedings independentes, sendo o feeding principal
constituido maioritariamente pela fonte de carbono primaria (glucose) e o feeding 2 constituido
por uma solucdo de fosfatos. A manutengdo de um caudal constante de feedings como se
verifica a partir das 32,5 horas de fermentacdo deve-se ao facto de este ser o momento da
inducéo da producado da nanofitina pela adi¢cdo de IPTG, mantendo um valor constante até ao
término da mesma.

Como se pode observar esta fermentacdo teve uma lag phase acentuada.
Efetivamente, esta lag phase ndo tinha estado presente em fermentacdes anteriores com
outros microrganismos. Na figura 3.2 estdo representadas as comparagcfes entre duas
fermentacdes fed-batch & escala de 30L, a que foi anteriormente referida e uma fermentacéo
de uma E. coli Acella pLysS S1-modificada (Acella S1-modificada), microrganismo previamente
utilizado em fases iniciais do projeto SADEL.
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Figura 3.2- Comparagéo das pressées, agitagdes e pO2 ao longo do tempo de duas fermentacées
a escala de 30L com dois microrganismos distintos, SHuffle S2-modificada e Acella S1-modificada.
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Como a figura 3.2 mostra, uma fermentacdo de larga escala com a mudanca do
material bioldgico tem diferencas drasticas no decurso do processo, destacando-se logo de
inicio a lag phase de ambas as estirpes que é consideravelmente diferente. A duragdo da lag
phase no reactor esta intimamente ligada ao crescimento do inéculo e a fase em que 0 mesmo
é transferido para o vaso mecanico.®® Neste caso especifico a SHuffle S2-modificada possui
cinéticas de crescimento diferentes da Acella S1-modificada o que fez com que a cultura
quando fosse transferida para o reactor tenha provocado uma lag phase como a que é visivel
na figura. De facto, o ideal é algo como o que se verifica na figura 3.2 em que a estirpe Acella
Sl1-modificada mal é inoculada comeca a metabolizar os nutrientes presentes no meio de
fermentacéo e rapidamente comeca a crescer e a multiplicar-se, diminuindo rapidamente o
pO2.

Como ja foi referido, para as fermentacGes em bioreactor sdo realizados dois
crescimentos microbianos, o pré-indculo e o in6culo. Nesta fermentacdo de SHuffle S2-
modificada realizou-se um pré-indculo que foi deixado a crescer durante 16 horas e um in6culo
que foi deixado a crescer 16 horas e 40 minutos. Estes tempos de crescimento geralmente sédo
suficientes para que a estirpe cresca até densidades 6ticas elevadas, e em alguns casos de
algumas estirpes que até chegue a fase estacionaria. No entanto, para a SHuffle S2-modificada
foi assumido que estes valores se aplicariam a esta estirpe e se manteriam reprodutiveis
quando na verdade esta poderia necessitar de tempos de crescimento maiores ou menores.
Como tal, foram estudados nas fermenta¢des seguintes tempos de inoculacao diferentes como
sera descrito de seguida.

Durante esta fermentagdo também se optou por um p de 0.35h-1 que se revelou
manifestamente elevado para as necessidades do microrganismo. A escolha de um p tem de
ser ponderada pois se esta variavel possuir um valor elevado demais terd implicagbes na
acumulacéo de substancias téxicas para o microrganismo. Neste caso, este valor foi excessivo
pois como se verificou durante a bioreac¢cdo quando se parava por instantes as bombas de
administracdo dos feedings ndo se verificava qualquer alteracdo no pH da cultura o que
significa que a cultura estaria a acumular glucose. Quando é interrompido o fornecimento de
fonte de carbono a cultura, se esta ndo estiver a acumular glucose, existem uns instantes em
gue nao esta presente no meio de fermentagdo nenhuma fonte de carbono do feeding. Como
tal, o microrganismo tem de consumir certos compostos, como lactato ou acetato, para poder
obter energia. Como estes compostos tém caracter acido o consumo destes far4 aumentar o
pH. Como o metabolismo do microrganismo durante esta fermentacdo ndo foi o desejado, a
fermentacdo ndo decorreu até atingir um caudal de 900g/h (como inicialmente definido), e a
cultura foi induzida quando se encontrava a um caudal de 485g/h do feeding 1 e passadas 2
horas e 50 minutos foi feita a recolha do bioreactor obtendo-se 811.8g de biomassa.

3.1.2 Influéncia de diferentes taxas especificas de crescimento em
fermentacdes fed-batch a escala de 30L

Do processo anterior verificou-se que a administracédo dos feedings durante o fed-batch
a um p de 0.35h! era excessiva para a SHuffle S2-modificada. Como tal estudou-se o efeito de
ter um p de 0.2h! e de 0.175ht em duas fermentacdes fed-batch de 30L independentes. Os
resultados destas operacdes estdo representados na figura 3.3.
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Os dois processos comportaram-se de maneira muito semelhante ao longo do tempo,
como é visivel na figura 3.3. Como seria de prever destaca-se ainda que a partir do momento
do inicio do fed-batch (aproximadamente 21 horas em ambas as fermentacdes) os valores
calculados de p para cada ponto durante a fermentacdo baixou em comparacdo com 0s U
verificados durante a fase batch, aproximando-se dos valores que foram impostos através dos
feedings. Como durante o fed-batch é imposto ao microrganismo uma taxa de administragdo de
nutrientes, este ndo pode apresentar um ritmo de metabolismo tdo elevado como apresentava
durante a fase batch, em que todos os nutrientes estavam disponiveis para serem
metabolizados.

Como foi referido anteriormente verificou-se novamente uma lag phase em que apenas
apos cerca de 8 horas (para a fermentacao com p de 0,2h') e de 9 horas (para a fermentagéo
com p de 0,175ht) é que se verificaram mudangas no pO2. Os tempos de crescimento e OD’s
respetivas desta e das restantes fermentacdes encontram-se resumidas na tabela 3.1. No
entanto, para esta fermentacdo os tempos de incubacdo do pré-inéculo e do in6culo foram
superiores aos que foram apresentados em 3.1.1, que acabaram por representar também um
decréscimo da lag phase observada durante a fase batch. Os resultados mostram que a estirpe
SHuffle S2-modificada necessita de tempos de incubagdo de indculo superiores para poder
crescer até valores de densidades Gticas mais elevadas para quando a cultura for transferida
para o bioreactor diminuir portanto a duracéo da lag phase.

3.1.3 Produtividades celulares obtidas em bioreactor

Quando se referem produtividades obtidas em bioreactor, estas tém sempre o objetivo
de maximizar a biomassa obtida que por sua vez é conseguido fornecendo condi¢des 6timas
de crescimento ao microrganismo para que este alcance valores de densidades 6ticas
elevadas. Esta na tabela seguinte um resumo das trés fermentacdes em bioreactor realizadas
e respetivas produtividades celulares

Tabela 3.1- Comparacéo das diferentes condices de crescimento das fermentacdes e respetivas
biomassas obtidas para cada processo.

3.1.1 0.35 811.8 87.5 2h:50m 16h 16h:40m 1.73
3.1.2 0.175 4333.70 155 3h 24h 23h:15m 3.02
3.1.2 0.2 3593.74 151 3h:40m 24h 22h:40m 4.42

A tabela 3.1 mostra que o processo que produziu mais biomassa foi a fermentacdo com
p de 0,175 ht atingindo 4333,7g. Foi também o processo onde o microrganismo atingiu as
OD’s mais elevadas. Este processo foi em tudo muito semelhante ao com p de 0,2h"! pois
tiveram valores de OD’s e tempos de cultura e indugdo muito aproximados. Existe porém, uma
substancial diferenca na biomassa produzida que foi de 3593,74g. A densidade 6tica que o
indculo do microrganismo atingiu nestas duas fermentacdes foi menor na com p de 0,175 h-1
mas devido ao facto de as condicbes de operagcdo para esta fermentacdo serem mais
favoraveis conseguiu atingir no decurso da bioreac¢éo valores mais altos de densidade 6tica.
Por Gltimo salienta-se o processo com p de 0,35ht onde apenas 811,8g de biomassa foram
produzidas e uma OD maxima de 87,5 foi atingida. Tal como foi referido este processo com
estas condi¢des de operagdo ndo se mostra favoravel ndo s6 pelos valores obtidos como pelas
possiveis alteracdes metabdlicas ao produto que poderdo ter ocorrido no decurso da
fermentacdo. Sendo assim, conclui-se que uma fermentacdo em reator de 30L tera mais
beneficios na fase fed-batch se se impuser um p de 0,175ht. Desta maneira a biomassa &
maximizada sendo no entanto importante referir que o uso de um p de 0,2h! ndo deve ser
descartado pois favorece os tempos de operacéo da fermentacdo sendo portanto um beneficio
a nivel de gestéo de equipamento e recursos.
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3.1.4 Analise de concentracdo de metabolitos
Com o objetivo de caracterizar e analisar o consumo e produc¢éo de certos metabolitos

pela SHuffle S2-modificada durante a fermentagéo do processo 3.1.2 com p de 0,2h'1, foram
determinadas as concentracdes de glucose, magnésio e acetato no decurso da bioreaccao.

Inicio fed-batch \
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Figura 3.4- Concentragéo de Glucose, magnésio e acetato ao longo do tempo da fermentacdo da SHuffle S2-modificada.

O ido magnésio entra na composi¢cdo do meio de cultura e dos feedings através do
reagente sulfato de magnésio que se apresenta a baixas concentracdes (cerca de 8mM). A
figura 3.4 mostra que as medi¢cOes referentes a este metabolito foram todas muito equilibradas
e apresentam valores de aproximadamente 10mM tanto antes como depois da administracéo
do feedings mantendo o valor até ao final do processo mostrando portanto ser também um
método que representa a dinamica intracelular.

A glucose e o acetato sdo talvez os compostos mais importantes para medir a sua
concentracdo ao longo de uma bioreaccao. Estes compostos séo indicadores em tempo real do
estado da fermentacdo e da capacidade metabdlica do microrganismo. A glucose por ser a
fonte de carbono principal interessa monitorizar para averiguar se 0 microrganismo se encontra
a metabolizar este hidrato de carbono e se portanto ndo nos encontramos numa situacdo de
acumulacdo de glucose. O acetato por ser um metabolito que com a acumulagdo se torna
téxico pretende-se evitar durante a bioreac¢éo.

A figura 3.4 mostra um valor de 26mM de glucose quando a cultura possui 1 hora e
meia de crescimento no bioreactor, sendo que a partir deste valor a concentracédo de glucose
tende a decrescer. Como ja foi referido, quando o bioreactor é inoculado existe uma fase inicial
em que se estd a operar no modo batch, existindo no meio de fermentagdo nutrientes
suficientes para que o microrganismo consiga metabolizar e crescer. Quando a fonte de
carbono principal (glucose neste caso) acaba, o microrganismo comeca a produzir e consumir
certos produtos (como acetato) que por terem caracter acido vao provocar uma subida de pH
no meio de fermentacdo que serve de sinal para que se comece o fed-batch. Na fase batch,
quando existe uma grande abundancia de fonte de carbono para metabolizar a tendéncia é que
0 microrganismo metabolize este composto rapidamente e desta forma que promova a
acumulacao de intermediarios metabdlicos. Este efeito é visivel na figura 3.4 em que a glucose
€ metabolizada durante a fase batch (das 0 as 21 horas de cultivo), tendo inclusivamente
depletado do meio de fermentagdo as 19 horas, mesma altura em que os niveis de acetato
atingiram o seu patamar maximo. A partir deste momento em que a glucose ja ndo se encontra
presente no meio coincide com uma diminuicdo dos niveis de acetato que por sua vez irdo
provocar o aumento de pH que indiciara o fed-batch. A partir deste momento ndo se deteta
glucose no meio de cultura o que é de esperar visto que se nao estivermos a operar a um [
excessivo, 0 microrganismo encontra-se capaz de metabolizar toda a glucose que lhe for
fornecida através dos feedings. Os niveis de glucose mantém-se negligentes até ao final da
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bioreaccdo, e os de acetato mantém-se baixos até ao momento de inducdo (38 horas),
momento em que este metabolito tende a aumentar a sua concentracdo no meio de
fermentacdo. Isto pode ser indicador de uma alteracdo do estado metabdlico da bactéria que
pode provocar um aumento dos niveis de acetato até ao momento da recolha da cultura.

Pode-se concluir portanto que esta fermentacdo do ponto de vista metabdlico cumpriu
0 seu objetivo principal que foi impedir a acumulacdo de substéncias toxicas no meio de
fermentacéo e potenciar a completa metabolizacédo de glucose através da escolha de um i de
0,2h"! durante o fed-batch.

3.1.5 Otimizacao condi¢des cultura em pequena escala

Durante a otimizacdo do upstream foram testadas em pequena escala diferentes
condicbes de cultura da SHuffle S2-modificada e sua influéncia na taxa especifica de
crescimento. Foram estudadas duas temperaturas de crescimento, 37°C e 30°C. Estes dois
testes referidos foram realizados apenas com um antibidtico de resisténcia, a ampicilina, a uma
concentracdo de 100pg/mL. No entanto foi realizado um teste adicional a 37°C com uma
concentracdo de cloramfenicol de 50ug/mL juntamente com ampicilina a 100pug/mL. No fundo
esta Ultima condicdo acaba por funcionar como controlo positivo pois é a condicdo que €
utilizada nas fermentagbes de pequena e grande escala. Os resultados referentes aos

diferentes crescimentos realizados estdo apresentados nas figuras seguintes.
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Figura 3.5- Perfil de crescimento da SHuffle S2-modificada em diferentes condigdes.

A opgédo de remover o cloramfenicol como antibiético de resisténcia nestes testes foi
para analisar qual o efeito deste composto no crescimento microbiano e a respetiva
produtividade. Efetivamente, ao analisar o plasmideo de inser¢cdo na estirpe verificou-se que
este ndo possui qualquer gene de resisténcia ao cloramfenicol mas sim apenas a ampicilina. A
resisténcia ao cloramfenicol é caracteristica da prépria estirpe e ndo da construcdo do
plasmideo. Ao trabalhar com este antibidtico, ndo se esta a contribuir para um aumento da
pressao seletiva com o objetivo de separar as bactérias que integraram o plasmideo das
restantes. N&o existe portanto nenhuma vantagem significativa que possa vir do uso deste
antibiotico. Além deste facto todos os cultivos realizados com este antibiotico estavam a ser
realizados com uma concentracdo excessiva do mesmo (50pg/mL) o que pode provocar uma
inibicdo no crescimento devido ao stress que proporciona ao microrganismo.

A figura 3.5 mostra desde logo um claro atraso no que diz respeito ao crescimento
microbiano do controlo positivo o que acaba por confirmar o que foi referido relativamente a
concentracdo excessiva de cloramfenicol que estava a ser usada. Com os valores das
densidades Gticas ao longo do tempo foi possivel calcular a taxa especifica de crescimento
para cada microrganismo em cada uma das condi¢cdes usando para tal efeito a equacgéo 3.
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Tabela 3.2- Comparagéo dos diferentes valores de taxas especificas de crescimento obtidas para cada uma
das condi¢fes estudadas.

Crescimento a 30°C com ampicilina 0,286
Crescimento a 37°C com ampicilina 0,288
Crescimento a 37°C com cloramfenicol e ampicilina 0,243
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Figura 3.6-Representacdo grafica dos diferentes valores de células (em logaritmo) em fungéo do tempo para
cada uma das condicées estudadas.

A figura 3.6 e a tabela 3.2 mostram claramente uma diferenca entre a condi¢do que
possui cloramfenicol das restantes. Essa diferenca é visivel ndo sé graficamente mas também
numericamente pelo seu valor de taxa especifica de crescimento que foi calculado em 0,243h-1,
Os restantes microrganismos tém comportamentos bastante semelhantes apresentado valores
de u entre 0.286 e 0.288hl. O objetivo seguinte foi de analisar se as diferencas a nivel de
crescimento microbiano se traduzem em diferengas a nivel de producédo de nanofitina. Como
tal analisaram-se por SDS-PAGE extratos celulares correspondentes a cada uma das
condi¢des estudadas, utilizando padrBes de concentragcdes conhecidas de BSA e um lote de
S2-modificada purificada.

S2-
BSA

I\ l modificada
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Figura 3.7- SDS-PAGE das diferentes condi¢Ges de crescimento microbiano. 1-6 Diferentes 31
concentracfes de BSA; 7-9 Diferentes concentra¢gfes de S2-modificada purificada; 10- Condi¢édo de 37°C
com cloramfenicol e ampicilina; 11- Condi¢é@o de 30°C; 12- Condi¢éo de 37°C.



A analise das bandas da figura 3.7 por densitometria com o software ImageJ mostra
gue a condicdo de crescimento a 37°C com cloramfenicol e ampicilina, banda 10, produz mais
nanofitina do que as restantes condi¢des. Este resultado leva a concluir que apesar de o uso
de cloramfenicol afetar a taxa de crescimento especifico do microrganismo, o uso desse
antibiético ndo aparenta dificultar a producdo da nanofitina. Apesar deste resultado, o efeito do
cloramfenicol pode estar disfarcado devido & escala do processo em gue nos encontramos
(Erlenmeyer de 500mL com 50mL de cultura). Efetivamente, a OD final atingida no teste de
37°C com ampicilina e cloramfenicol foi de 0,84 contra uma OD de 1,34 na condi¢do de 37°C.
O objetivo da escolha de uma condicdo ideal de crescimento tera que ser aplicavel a escala
final que se deseja, que neste caso é um bioreactor de 30L. Como tal, o facto de realizar um
volume de cultura de 50mL se mostrar suficiente para verificar diferengcas a nivel de
crescimento microbiano podera ndo ser uma escala suficientemente grande ainda para poder
analisar diferencgas a nivel de proteina. Efetivamente, a produtividade da condicao de 37°C com
dois antibiéticos de resisténcia tera de ser muito menor pois 0 microrganismo nao consegue
crescer a um ritmo tdo elevado e ndo ird portanto sintetizar tanta nanofitina como nas
condigdes restantes. Das restantes condi¢Bes verifica-se que a condi¢do de 37°C, banda 12,
com ampicilina podera ser a condi¢cdo ideal pois tem uma menor concentragdo de
contaminantes presentes no extrato celular, além de uma banda mais intensa de nanofitina
quando comparada com a condi¢cdo de 30°C com ampicilina, banda 11.

3.1.6 Selecao de clones

Como ja foi referido anteriormente a otimiza¢do no upstream pode ocorrer a diversos
niveis sendo que usualmente se investe bastante na otimizacdo de meios de cultura e tempos
de operacdo. Porém, a estirpe a utilizar também podera ser otimizada visando o seu aumento
de produtividade. Efetivamente, as culturas bacterianas tratam-se de um conjunto heterogéneo
de bactérias que possuem caracteristicas intrinsecas distintas, como por exemplo
caracteristicas metabdlicas, que por sua vez poderdo influenciar a producdo da proteina
desejada. Neste caso especifico, foi estudada a andlise de clones recombinantes de SHuffle
S2-modificada com o objetivo de escolher uma coldénia com produtividades elevadas da
nanofitina desejada.

Foram portanto analisadas colonias isoladas de SHuffle S2-modificada relativamente
ao numero de copia de plasmideos por célula e também o conteldo em DNA dos plasmideos
extraidos de cada clone que foram aplicados num gel de agarose.
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Figura 3.8- A) Numero de cépias de plasmideo por célula dos diferentes clones estudados. B) Gel de agarose
referente aos diferentes clones estudados.

Pela analise da figura 3.8 (A) verifica-se que apesar de a maioria dos valores se centrar
no valor de 100 copias/célula existem alguns valores que sobressaem. Nomeadamente o clone
12, 11, 9 e 2 por apresentarem valores elevados de copias/célula. Por outro lado, os clones 13,
14 e 21 por apresentarem baixos valores de copia/célula destacam-se pelo motivo contrario.

A figura 3.8 (B) mostra um gel de agarose que possui bastante heterogeneidade entre
os diferentes clones apresentados. Uma vez que os plasmideos se encontram na sua forma
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circular, estes apresentam diferentes conformacdes que migram de modo diferente originando
assim varias bandas no gel. Todos os clones com excec¢édo do clone 14, 19 e 22 apresentam
uma banda que diz respeito ao plasmideo pQE30 na forma de super enrolada. Esta é a forma
que ocorre naturalmente no microrganismo e é também a forma que tem uma velocidade de
migracao mais rapida no gel. No que diz respeito aos restantes clones todos apresentam duas
bandas visiveis, em que uma como ja foi referido pertence ao plasmideo na forma super
enrolada, e a outra pertence ao plasmideo na forma em que o mesmo permitird acesso da
magquinaria celular ao DNA (forma relaxada). No entanto alguns dos clones apresentam ainda
uma outra banda visivel que esta presente em todos os clones sem plasmideo na forma super
enrolada. Como estes plasmideos nao foram linearizados, a explicagdo podera passar por uma
degradacdo do plasmideo no ambiente intracelular apresentando assim velocidades de
migragdo menores.

Os valores de copia de plasmideo/célula apresentados na figura 3.8 (A) nado
correspondem inteiramente as intensidades relativas apresentadas no gel de agarose, pois
certos valores apresentados por alguns dos clones possuem intensidades mais baixas do que
0 esperado quando comparados com outros clones que deveriam ser menos intensos. Isto
realca a importancia de analisar as diferentes formas do plasmideo apresentadas pelos
diferentes clones e respetiva comparacdo com o numero de cépias por célula. Tomando estes
dados em consideracéo, 11 clones foram selecionados para avaliar a sua produtividade da S2-
modificada. Com o objetivo de analisar uma populacdo heterogénea foram selecionados clones
que apresentassem valores de cépia de plasmideo/célula baixos e altos, assim como os clones
que apresentaram resultados interessantes no gel de agarose. Estes clones foram lisados
através do protocolo referido com o Bugbuster, e foram aplicados hum SDS-PAGE. Os valores
foram normalizados para o extrato celular para melhor comparar diferencas entre
produtividades de nanofitina.
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Figura 3.9- SDS-PAGE referente as produtividades em nanofitina dos diferentes clones estudados.
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O SDS-PAGE mostra certas diferengas a nivel de producao da S2-modificada entre os
diferentes clones. Destacam-se principalmente os clones 1, 2, 10, 13 e 24. Estes clones sao os
que apresentam maior producdo da nanofitina, e analisando os valores de coépia de
plasmideo/célula de cada um observa-se que ndo existe uma regra geral no que diz respeito ao
namero de cépia de plasmideo/célula e respetiva produtividade da nanofitina. De facto, os
clones 1, 2 e 10 apresentam valores na ordem dos 120 cépias de plasmideo/célula mas o clone
13 e 24 apresentam valores na ordem das 60 cépias de plasmideo/célula.
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No entanto pode-se concluir que o clone que aparenta ser a op¢cdo mais viavel para ser
usada como super produtora da proteina podera ser o clone 10. Este clone é o que aparenta
ter um melhor ratio de nanofitina/extrato celular o que auxilia no decurso do downstream pois
elimina a existéncia de contaminantes permitindo assim uma maior pureza no decurso do
processo.

3.1.7 Detecao de bacteriéfagos

A nanofitina que sera eleita para proceder a sua formulagéo para aplicagao clinica tera
gue passar por inumeros testes de validacdo e comprovacdo de eliminagdo de qualquer
vestigio de contaminagéo por qualquer agente bioldgico. Desta categoria de agentes bioldgicos
destacam-se os bacteriéfagos por serem virus que infetam bactérias assumindo-se portanto
como um agente bioldgico cuja presenca deve ser analisada. Neste caso especifico pretendeu-
se estudar a presenca de bacteriéfagos lisogénicos, os quais foram induzidos a serem
expressos pela adicdo de mitomicina C ao meio de cultura.

Foi portanto estudada a presenca de bacteriéfagos T2 e do bacteriéfago phiX174 em E.
coli Acella pLySs e de E. coli DH5a. Os resultados referentes a este teste estédo representados
nas figuras seguintes.

A Controlo negativo Acella DH5a Controlo positivo

B Controlo negativo Acella DH5a Controlo positivo

Figura 3.10- A) Resultados do teste, em placas de Petri, acerca da presenca de bacteriéfagos T2 em E. Coli
Acella e E. coli DH5a. B) Resultados do teste, em placas de Petri, acerca da presenca de bacteri6fagos phiX174
em E. Coli Acella e E. coli DH5a.

Como as figuras 3.10 (A e B) mostram tanto a estirpe E. coli Acella pLysS como a E.
coli DH5a F’IQ ndo apresentaram nodos para nenhum dos bacteriofagos estudados. A
auséncia de nodos nas caixas de Petri mostram que ambas as estirpes ndo possuem no seu
genoma nenhuma sequéncia de profago que poderia ser uma fonte de contaminacédo biol6gica
no durante o seu cultivo. Estas valida¢des de isencfes de contaminagdes biolégicas do ponto
de vista GMP sdo obrigatérias para garantir a qualidade e seguranca do produto final.

3.2 Otimizacgéo do processo de purificacdo da nanofitina
(downstream processing)

Grande parte do tempo dispendido no projeto foi gasto na otimizacdo de um processo
de purificagdo da nanofitina. A existéncia de um processo de purificagdo com o maior
rendimento possivel no menor periodo de tempo e com resultados reprodutiveis é desejavel.*?
Ao contrario do que acontece em laboratérios de investigagdo onde se da maior importancia a
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pureza da proteina do que a quantidade produzida, na escala industrial verifica-se o inverso em
que o nimero de passos de purificacdo devera ser o minimo possivel para minimizar a perda
de proteina a cada passo.°® No decurso do projeto SADEL para purificacdo das nanofitinas
iniciais, a seguinte sequéncia de passos de purificacao foi estudada.

Disrupgéo a Centrifugacdo/ |p| _C_romatografia}
900 bar | Filtracdo TFF 30kDa TFF 5kDa aflrgdaﬁle Chellzaélng
epharose

Figura 3.11- Processo de purificagdo para nanofitinas iniciais do projeto SADEL.

Devido as caracteristicas que as nanofitinas atuais possuem, e tendo 0 processo
anterior de purificacdo como referéncia, diferentes metodologias de purificacdo foram
estudadas como: uso de diferentes cutoffs na técnica de TFF; uso combinado de diferentes
técnicas de cromatografia como a HIC e a IEX; uso de substancias aditivas como agentes
redutores e surfactantes durante a disrup¢do e durante a técnica de TFF; estudo da técnica de
precipitagdo fracionada por sulfato de amonia; otimizacdo de tampbes de cromatografia e
condic¢des de eluicéo.

3.2.1 Uso combinado das técnicas de filtracdo tangencial e
cromatografia de permuta iénica (S2-modificada)

Como j& foi referido a técnica de TFF foi estudada nas primeiras nanofitinas
produzidas. Devido a semelhanca de tamanho molecular dessas proteinas com as que estdo a
ser atualmente estudadas (cerca de 10kDa) estudou-se esta técnica na separagdo da S2-
modificada dos restantes produtos biol6gicos. Foi estudado o uso combinado de uma
membrana com cutoff de 30kDa e de outra com 5kDa. A escolha de uma membrana de 30kDa
deve-se ao facto de ter um cutoff de cerca de trés vezes superior ao peso molecular da
nanofitina o que permitira a sua passagem pela membrana ao mesmo tempo que ira reter
contaminantes de pesos moleculares superiores, 0 uso da membrana de 5kDa é usada com o
intuito de reduzir o volume de amostra para poder ser aplicada na coluna cromatogréafica. Esta
técnica tem ainda a vantagem de as membranas serem de facil operacao e reutilizaveis o que
diminui bastante os custos de opera¢do quando comparados com técnicas de cromatografia.

As condi¢cBes de operacdo do processo de purificacdo estudado esta representado na
figura 3.12.

IEX — Tampao de equilibrio-
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30mM g’s/Filtracdo com 1M de NaCl a pH 6.5
fosfatos a em Sartopore

pH 6.5

Figura 3.12- Processo de purificagdo para a S2-modificada com o uso combinado
das técnicas de filtragdo tangencial e cromatografia de permuta iénica.

Além do tampédo de equilibrio servir também como tampao de lavagem da coluna,
existe um outro tampéo de lavagem com composi¢do de 30mM de fosfatos com 0.1% de Triton
X-100 a pH 6.5. Como ira ser explicado posteriormente o efeito mais detalhado do Triton X-100
durante o processo de purificacdo sera estudado, mas neste caso especifico foi usado numa
tentativa ndo sé de lavagem da coluna das restantes impurezas que poderdo existir, mas
também como método de remocgdo de endotoxinas durante a IEX.” Foi ainda realizado um
teste de detecdo de endotoxinas durante este processo como sera referido posteriormente
(3.2.11).

A operacao da filtragcao tangencial e da IEX esta representada na figura 3.13 e 3.14.
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Figura 3.13- A) SDS-PAGE referente as filtragdes tangenciais de 30kDa e 5kDa do processo 3.2.1. 1- Retentado 30kDa antes
dialise; 2-Retentado 30kDa apos didlise; 3- Retentado 30kDa ap0s didlise sem diluicdo; 4- Permeado 30kDa; 5- Retentado 5kDa;
6-Permeado 5kDa. B) SDS-PAGE referente a eluicdo da IEX do processo 3.2.1. 1- Carga (Retentado 5kDa); 2- Flowthrough; 3-
Lavagem com tampéo de equilibrio; 4- Lavagem com Triton X-100; 5- 2° Lavagem com tamp&o de equilibrio; 6-Pool 33-59.
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Figura 3.14- Cromatograma referente a eluicdo da IEX do processo 3.2.1.

Destaca-se desde logo na figura 3.13 (A), bandas 1 e 2, que existe uma grande
quantidade de nanofitina que ficou retida na membrana de 30kDa. Como as bandas estéo
diretamente comparaveis umas com as outras, pode-se afirmar que fica retido cerca de 50% da
nanofitina na membrana de 30kDa, quando comparado com o que € permeado, banda 4. Para
melhorar a eficacia e o rendimento da filtragdo tangencial, ap6és toda a solucdo de
administracdo ser aplicada ao sistema s&o realizadas lavagens com tampé&o de disrupgéo.
Neste caso especifico o retentado da membrana de 30kDa foi concentrado para 1,5L e o
volume de didlise que foi aplicado foi igualmente de 1,5L (é considerado portanto uma unidade
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de volume de dialise). A amostra da banda 1 refere-se a antes da didlise realizada com 30mM
de fosfatos a pH 6.5, enquanto que a amostra da banda 2 refere-se a apds a dialise realizada.
N&o se verificam diferencas assinalaveis levando a concluir portanto que apenas um volume de
didlise na membrana de 30kDa néo é suficiente para ajudar a permeacao da S2-modificada.

No que diz respeito a operacao na IEX constata-se pela figura 3.13 (B) que apesar do
elevado grau de pureza apresentado perde-se bastante proteina durante o flowthrough,
durante as lavagens com o tampé&o de equilibrio e com o tampéao de lavagem com Triton X-100.
Isto pode indicar uma certa instabilidade da carga da proteina a este pH de operacdo. A pH 6.5
a proteina deveria apresentar uma carga positiva (0 ponto isoeléctrico calculado através do
ExPASy é de 8.01) ficando portanto ligado a resina que apresenta carga negativa. Uma vez
que tal ndo se verificou efetuaram-se testes de ligacdo com 1mL de resina Fractogel SO3- a
diferentes pH’s. Testaram-se gamas de pH desde 5 a 7 com uma aliquota de S2-modificada
pura deste processo referido. Os resultados deste teste estao na figura 3.15.

pH 5 pH 6 pH 7

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12

250kDa
150kDa

100kDa
75kDa -

50kDa »
37kDa -

25kDa - .
20kDa -

15kDa

10kDa

Figura 3.15- SDS-PAGE referente a determinagdo do ponto isoeléctrico da S2-modificada (pH 5, 6 e 7). 1- Carga a pH
5; 2- Flowthrough a pH 5; 3- Lavagem a pH 5; 4- Elui¢cdo a pH 5; 5- Carga a pH 6; 6- Flowthrough a pH 6; 7- Lavagem a
pH 6; 8- Eluicdo a pH 6.; 9- Carga a pH 7; 10- Flowthrough a pH 7; 11—Lavagem a pH 7; 12- Elui¢cdo a pH 7.

Analisando a figura 3.15 observa-se que apenas a operacdo a pH 5 permite eluir com
sucesso a totalidade da S2-modificada sem que ocorram perdas de proteina quer no
flowthrough quer na lavagem da resina. A operagéo a pH superior mostra ser numa gama que
a proteina ndo consegue agarrar com for¢a suficiente a resina devido a carga que a mesma
apresenta.

3.2.2 Otimizacdo das condicdes de filtracdo tangencial e
cromatografia de permuta iénica (S2-modificada)

Do capitulo 3.2.1 verificou-se que a operagdo a pH inferior a 6.5 durante a IEX é
desejavel devido a perda de proteina no flowthrough e nas lavagens. No entanto, para nao
operar em TFF com pH muito baixo estudou-se a seguinte sequéncia de passos de purificagdo
representados na figura 3.16.

IEX — Tampé&o de equilibrio-

Disrupcdo a Centrifugago TEE 30kD —ﬂ 30mM citrato a pH 5; tampéo de
a TFF 5kDa !
900 bar em 17500 eluicdo 30mM de citrato com
30mM glicina g’s/Filtragdo 1M de NaCl apH 5
apH?9 em Vacucap

Figura 3.16- Processo de purificagdo para a S2-modificada com condi¢Ges otimizadas para o uso

combinado das técnicas de filtragdo tangencial e cromatografia de permuta i6nica.
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Na figura 3.17 e 3.18 estao representados os resultados referente a operacao em TFF
e na I[EX.

1M 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

250kDa
150kDa
100kDa
75kDa

50kDa
37kDa

25kDa

20kDa

15kDa

10kDa

Figura 3.17- SDS-PAGE referente a operacéo na filtragéo tangencial (30kDa+5kDa) e na IEX do processo 3.2.2. 1- Frag&o
A6; 2-Apds filtracdo; 3-Retentado 30kDa; 4- Permeado 30kDa; 5- Retentado 5kDa; 6- Carga coluna; 7- Permeado 5kDa; 8-
Flowthrough; 9- Lavagem com Triton X-100; 10-Lavagem com tamp&o de equilibrio; 11- Fragdo C1; 12- Fracdo C12; 13-
Fracéo D6; 14- Fracao E12.
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Figura 3.18- Cromatograma referente a eluig&o da IEX do processo 3.2.2.

As bandas 4 e 5 da figura 3.17 mostram que a nandofitina sai praticamente pura a saida
da membrana de 30kDa o0 que se apresenta como uma vantagem competitiva desta
metodologia. Porém, a banda 3 mostra que neste processo de filtracdo tangencial cerca de
50% da nanofitina acabou novamente por ficar retida na membrana. A escolha do material da
membrana da ultrafiltracdo influencia fortemente o resultado da adsor¢cdo da proteina a
superficie da membrana.662 No projeto SADEL foi sempre escolhido o uso de membranas
PES, o que neste caso poderdo provocar adsor¢des ndo-especificas responsaveis por um
aumento de fouling na membrana de 30kDa, e como tal consequente perda de proteina. O
facto de este ser o primeiro passo de separacéo de produtos biolégicos logo apoés clarificagdo
dificulta também a permeacdo da nanofitina pela membrana pois existem contaminantes de
elevados pesos moleculares que irdo adsorver a superficie da membrana. No entanto, pode-se
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ainda destacar que estes resultados poderdo ser indicadores da existéncia de isoformas ou
complexos da proteina que podem nao permear a membrana com tanta facilidade.

As bandas 11, 12, 13, e 14 da figura 3.17 dizem respeito a eluicdo da cromatografia e
mostram que a S2-modificada foi purificada com sucesso e sem contaminantes a destacar. A
banda 1, que corresponde a fracdo A6, refere-se a eluicdo inicial da coluna onde nao é
revelado existir qualquer presenca da nanofitina em solu¢do mas sim de outros contaminantes
mostrando portanto ser uma metodologia que permitiu resolver as restantes impurezas
presentes. Tal é comprovado pela elevada pureza apresentada pelas bandas referentes a
fracBes posteriores do gradiente de eluicdo, mostrando também que a eluicdo em 8 volumes de
coluna, figura 3.18, foi bem sucedida.

3.2.3 Efeito do Triton X-100 na filtragdo tangencial e na
cromatografia de permuta iénica (S2-modificada)

Para tentar diminuir a retencdo da nanofitina na membrana de 30kDa foi estudado o
efeito da adicdo de Triton X-100 ao retentado da membrana de 30kDa do processo 3.2.2. Triton
X-100 é um detergente nado-idnico que ajuda a solubilizar certas proteinas, como por exemplo
proteinas membranares.® Foi feita a adicdo de Triton X-100 a uma concentragdo de 0.1% ao
retentado em questéo e a amostra foi deixada a concentrar. Foram ainda realizados 5 volumes
de didlise com tampdo 30Mm de Glicina a pH 9 com 0.1% de Triton X-100, estando os
resultados deste teste representados na Figura 3.19.
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Figura 3.19 SDS-PAGE referente ao estudo do efeito do Triton X-100 na membrana de 30kDa durante a filtragdo tangencial do
processo 3.2.3. 1-Retentado 30kDa Processo 3.2.2; 2- Retentado 30kDa tratado com Triton X-100 antes TFF; 3-Retentado
30kDa ap0os tratamento com Triton X-100 ap6s TFF; 4-Permeado 30kDa apds tratamento com Triton X-100 ap6s TFF.

A figura 3.19 mostra que a adi¢do de Triton X-100 ndo traz vantagens significativas
pois como se pode comprovar pela banda 3, no retentado continua a existir e reter uma grande
percentagem da nanofitina na membrana. Apesar de a banda 3 na zona dos 10kDa parecer
ligeiramente inferior & banda 1 e 2 na mesma zona, a inexisténcia de proteinas na banda 4
mostra que o Triton X-100 ndo foi eficaz na solubilizacdo da nanofitina, e que portanto nao
auxiliou na permeacdo da mesma através da membrana. O uso de detergentes, apesar de
poder beneficiar alguns processos na extracao de determinadas proteinas, ndo sao desejaveis
pois tratam-se de compostos extremamente complicados de remover dos processos de
purificacdo pois mesmo apds alguns passos de cromatografia, de respetivas lavagens e
procedimentos de limpeza, as solugbes poderdao conter mesmo assim vestigios dos
detergentes utilizados.534! Por serem compostos de dificil remogao concentragfes baixas dos
mesmos tém de ser usadas (até 1%). Neste caso especifico, como o Triton X-100 ndo trouxe
nenhuma vantagem, o seu uso ndo serd implementado como aditivo durante o TFF.

O problema de retencdo da nanofitina na membrana de 30kDa tornou-se recorrente
nas operacbes de filtragdo tangencial realizadas e a falta de métodos analiticos para
acompanhar o processo de purificacdo da nanofitina dificulta por vezes a andlise de certos
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resultados. Como método analitico usado neste projeto o SDS-PAGE assumiu um papel
principal por permitir analisar por diferencas de peso molecular entre proteinas. Porém, este
método néo é infalivel e peca quando o SDS-PAGE néo tem resolugéo suficiente para permitir
discernir entre bandas de peso molecular ligeiramente diferentes que poderdo ser ou nao o
produto desejado. Nestas situagbes a incubacéo de anticorpos especificos para a proteina
desejada e consequente visualizagao das bandas através da técnica de Western Blot seria Util
guando pretendemos averiguar se determinada banda € efetivamente a proteina que
pretendemos purificar ou ndo. Neste caso especifico no retentado da membrana de 30kDa
seria util ter um método analitico como o Western Blot para saber se a banda retida é de facto
a nanofitina desejada, se nédo se trata de um contaminante com peso molecular ligeiramente
superior ou até de uma conformacédo ndo ativa da nanofitina. Em alternativa, procedeu-se a
uma andlise por espectrometria de massa tendo-se confirmado a presenca de S2-modificada
no retentado.

3.2.4 Efeito de um cutoff de 50kDa na filtracdo tangencial e na
cromatografia de permuta iénica (S2-modificada)

Para estudar se o efeito de retencao conseguia ser evitado, uma membrana de filtragcao
tangencial de PES de 50kDa foi usada em associagdo com uma membrana de PES de 5kDa.
As condi¢cbes de operacéo foram iguais as da figura 3.16 com excecao no cutoff do 1° TFF, que
neste caso é de 50kDa. Nas figuras 3.20 e 3.21 encontram-se representados o0s
cromatogramas referentes a essas operac¢des assim como os SDS-PAGE realizados.

M 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 3.20- SDS-PAGE referente a operacdo de TFF (50kDa+5kDa) e da IEX do processo 3.2.4. 1-Ap6s centrifugacéo; 2-
Ap0s filtragdo; 3-Retentado 50kDa; 4- Permeado 50kDa; 5- Retentado 5kDa; 6- Carga coluna; 7- Permeado 5kDa; 8-
Flowthrough; 9- Lavagem coluna com tampao de equilibrio; 10-Fracdo B6; 11-Fragdo E3; 12-Fra¢do F10; 13- Fracao H5.

Figura 3.21- Cromatograma referente a primeira eluicdo da IEX do processo 3.2.4.
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A figura 3.20 mostra, pela banda 3, que o retentado da membrana de 50kDa retém uma
menor quantidade de nanofitina do que quando comparado com processos anteriores. A
implementacdo deste tipo de membrana com este cutoff aparenta portanto resolucionar o
problema de retencdo da nanofitina. No que diz respeito & operacdo na IEX apesar de ndo
existir perda de nanofitina no flowthrough ou nas lavagens da coluna, a figura 3.20 mostra que
a eluicdo, bandas 10 a 13, ndo permite separar com sucesso a proteina desejada das
restantes. O mesmo se pode observar na figura 3.21 que mostra a existéncia de diversos picos
obtidos na eluicdo que se sobrepdem e que tornam impossivel a separagéo de contaminantes.
Com o objetivo de tentar resolver as impurezas, foi feito o pool de todas as fragdes eluidas e
estas foram de novo aplicadas a Fractogel SO3- mas desta vez foi testada uma elui¢cdo por
passos ou steps (em substituicdo de uma eluicdo com gradiente linear). Uma eluicdo por
passos € um parametro a ser otimizado em qualquer processo de purificacdo de uma proteina
pois permite uma separacéo eficaz dos restantes contaminantes em solugdo. Isto implica um
estudo prévio do comportamento de eluicdo dos contaminantes para poder estabelecer um
protocolo de eluicdo bem sucedido. Os resultados referentes a esta operacgéo estéo nas figuras

3.22 e 3.23.
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Figura 3.22- Cromatograma referente a segunda elui¢do da IEX do processo 3.2.4.
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Figura 3.23- SDS-PAGE referente ao teste de eluigio por passos na IEX do processo 3.2.4. 1- Carga coluna; 2- 41
Flowthrough; 3- Lavagem coluna com tampé&o de equilibrio; 4- Fracédo A3; 5- Fracdo A5; 6- Fragdo A10; 7- Fracédo
B4; 8- Fracéo B9; 9- Fracdo C2; 10- Fragdo C6; 11- Fracdo C9; 12- Fracdo C12; 13- Fragdo D9; 14- Fragdo F2.
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A figura 3.22 mostra um pico bastante intenso que analisando o SDS-PAGE, figura
3.23 (bandas 4, 5 e 6), mostra pertencer a um conjunto de proteinas que se encontravam a
estabelecer ligagdes moderadamente fracas a fase estacionéaria. A partir de um step inicial de
40% de tampao de eluicdo (400mM de cloreto de sédio), onde estdo presentes iniUmeros
contaminantes (assim como a nanofitina) houve um aumento de 5% a cada step realizado. A
figura 3.22 mostra a ocorréncia de um pico a cada step realizado que tende a diminuir de
intensidade ao longo da eluicdo. Os resultados do cromatograma levam a crer que podera ser
a mesma proteina que esté a ser eluida pelos diferentes gradientes feitos. Os resultados do
SDS-PAGE corroboram esta afirmagdo pois mostram que a partir da banda 7 apenas a
nanofitina € eluida, com excecdo de um ligeiro contaminante presente na banda 8 e 9.
Observa-se também que a nanofitina esta a ser continuamente eluida ao longo do tempo o que
podera indicar que existem diferentes isoformas ou conformacfes da proteina que interagem
de diferente maneira e com intensidades diferentes & fase estaciondria da coluna. O facto de
continuar a existir nanofitina a ser eluida e ocorrer a existéncia de um pico com um gradiente
de 100% de tampdo de eluicdo (correspondente a uma eluicdo a 1M de cloreto de sodio)
mostra isso mesmo.

Com o uso da eluicdo por passos a separacdo da nanofitina dos restantes
contaminantes foi bem sucedida, no entanto a eluicdo devera ser posteriormente otimizada
devido a perda de nanofitina no gradiente inicial. O uso de uma membrana com cutoff de
50kDa parece ajudar a purificar com sucesso a nanofitina, principalmente quando existe uma
eluicdo por passos devidamente otimizada. Porém, mais estudos sdo necesséarios para poder
validar este método como o método predileto para purificacdo nomeadamente no que diz
respeito a algumas preocupacgdes a nivel de contaminagfes de peso molecular elevado que a
IEX ndo conseguiu resolver completamente. De modo a evitar a presenca desses
contaminantes o pool poderia ser realizado com menos fragdes mas o rendimento do processo
acabaria por ser bastante mais baixo pois trata-se de volumes elevados de proteina que seriam
descartados. Resumindo, apesar de necessitar de algumas melhorias esta metodologia
apresenta-se como uma opc¢ao viavel para purificagcdo da S2-modificada.

3.2.5 Efeito do uso de DTT durante a filtracdo tangencial (S2-
modificada)

Um outro teste foi realizado para estudar a diminuicdo do efeito de retencdo da S2-
modificada na membrana de 30kDa. Desta feita foi testado o uso de ditiotreitol (DTT) como
aditivo durante a filtracdo tangencial. O DTT é um agente redutor que é bastante usado para
quebrar pontes dissulfeto que se formam entre residuos de cisteina existentes nas proteinas.
Neste ambito o uso de DTT serve para quebrar possiveis ligagdes dissulfeto entre nanofitinas
gue possam existir e que sejam responsaveis por uma possivel agregagéo junto & membrana.
As condigbes de operacdo foram semelhantes as da figura 3.16 com excecdo na
suplementacdo do DTT no tampédo de disrup¢do, no tampédo de dialise e no retentado da
membrana. Para melhor comparar o efeito do DTT, e para funcionar como um controlo, foi
comecado um processo em paralelo com as mesmas condicdes de operacdo exceto na
suplementacdo do DTT. As condi¢Bes do controlo foram iguais as da figura 3.16. Os resultados
da filtracdo tangencial estéo representados na figura 3.24.

42



250kDa
150kDa

100kDa
75kDa

50kDa

37kDa

25kDa

20kDa

15kDa

- &

. B
10kDa 1
g - R A -
Figura 3.24- SDS-PAGE referente ao estudo do efeito do DTT na membrana de 30kDa de TFF do processo 3.2.5. 1-
Retentado 30kDa sem DTT antes didlise; 2- Retentado 30kDa com DTT antes dialise; 3- Permeado 30kDa sem DTT
antes didlise; 4- Permeado 30kDa com DTT antes didlise; 5- Retentado 30kDa sem DTT depois dialise; 6- Retentado

30kDa com DTT depois dialise; 7- Permeado 30kDa sem DTT depois didlise; 8- Permeado 30kDa com DTT depois
dialise; 9- CIP membrana processo sem DTT; 10- CIP membrana processo com DTT.

As bandas 1 e 2 referem-se ao retentado da membrana de 30kDa antes dos 5 volumes
de dialise, sendo que as bandas 5 e 6 referem-se ao final da operacao (apds os 5 volumes de
dialise). Da banda 1 para a banda 2 n&do parece haver grande diferenca na retencao da
nanofitina junto a membrana de 30kDa. O facto de a banda 1 ser a primeira banda do gel faz
com que tipicamente ocorra um efeito de afunilamento que muitas das vezes dificulta a
comparac¢do com outras bandas. Porém, a semelhanca entre as bandas 3 e 4, permeados da
membrana antes didlise, mostra que ndo devera haver grande diferenca entre os dois
retentados antes dos 5 volumes de lavagem realizados. Quanto a eficidcia da didlise na
diminuicdo da retencdo, as amostras dos retentados retiradas ap6s os cinco volumes de
didlise, bandas 5 e 6, mostram em ambos os casos ter diminuido a quantidade de nanofitina
retida na membrana, quando comparadas com as bandas 1 e 2 referentes ao retentado
respetivo antes da didlise. Isto mostra ser um possivel parametro a ser otimizado na operacgao
da filtrac&o tangencial.

Porém, no que diz respeito ao DTT, estes resultados mostram que este composto nao
previne a retengdo de nanofitina junto a membrana de 30kDa. As bandas 5 e 6 mostram
alguma diferenca na retencdo da membrana de 30kDa, nomeadamente a banda 5, sem DTT,
parece ter menor quantidade de nanofitina retida na membrana do que a amostra que foi
sujeita a acdo do DTT, banda 6. A banda 7 esta coerente com a banda 5 pois apresenta uma
banda mais intensa junto a zona dos 10kDa (aumento da banda 7 com uma consequente
diminuicdo da banda 5). A figura mostra ainda que as bandas 9 e 10 correspondentes ao CIP
realizado ap6s utilizacdo das membranas (1M de hidréxido de sédio durante uma hora, e
administracdo de 4gua até baixar o pH) possuem ainda bastante proteina em solucdo. As
membranas de filtracdo tangencial utilizadas sdo reutilizadas e apesar de todas terem um
protocolo de Cleaning in place (CIP), muitas das vezes ndo se consegue garantir que todos os
contaminantes foram eliminados e que a membrana esteja pronta a utilizar. Como tal, a
existéncia de um CIP das membranas cuidadoso e eficiente é desejado de modo a prevenir
contaminag®es futuras.5® De facto, a sequéncia da S2-modificada ndo possui cisteinas, o que
invalida um possivel mecanismo de acdo do DTT, o que esta de acordo com os resultados
obtidos.
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3.2.6 Efeito combinado do Triton X-100 e DTT na cromatografia de
permuta ionica (S2-modificada)

Como ja foi referido anteriormente a existéncia de alguns arrastamentos de picos,
sobreposicdo de picos e retengcdo na membrana de 30kDa durante a filtracdo tangencial
mostram poderem ser indicadores de diferentes isoformas da S2-modificada. Como a
existéncia de diferentes conformac@es afeta a maneira que a proteina liga a fase estacionaria
das resinas, estudou-se o efeito de realizar uma disrup¢do em PBS suplementado com 10mM
de DTT e 1%Triton X-100 a pH 7.4. Apesar de o efeito do Triton X-100 e do DTT ja terem sido
avaliados individualmente em processos diferentes, 0 seu efeito conjunto na disrupcao néo foi
considerado. O objetivo desta disrupcdo ao usar estes compostos é fazer com que a S2-
modificada apds disrup¢cdo esteja toda na mesma conformacado, e que imediatamente apds
este passo, para nao perder o efeito do DTT e do Triton X-100 (que se encontram a manter a
conformacdo da nanofitina) o conjunto de proteinas seja aplicada numa cromatografia de
permuta iénica. No fundo, o passo de IEX é de importancia extrema pois esté a funcionar como
um passo de captura, em que o objetivo é carregar a solugcdo proteica numa técnica de
cromatografia para a estabilizar e remover de um meio em que possa estar instavel e se
possam alterar algumas das suas propriedades. As condi¢Bes iniciais de operacdo foram as
que estdo representadas na figura 3.25.

Disrupgéo a 900 bar Centrifugacio IEX — Tampéo de equilibrio- 30mM

em PBS com 10mM 17500 fosfato com 10mM de DTT e 0.1% Triton

de DTT e 1% Triton g’s/Filtragdo X-100 a pH 7.4; tampéo de eluigdo 30mM
X-100apH 7.4 em Vacucap de fosfato com 1M de NaCl, 10mM de

DTT e 0.1% Triton X-100apH 7.4

Figura 3.25 — Processo de purificagdo do processo 3.2.6.
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Figura 3.27- SDS-PAGE referente a operagdo na IEX do processo 3.2.6. 1- Flowthrough; 2- Lavagem coluna; 3- Fragdo Al; 4-
Fracdo A3; 5- Fragdo A4; 6- Fragdo A7; 7- Fracdo A10; 8- Fracdo Al12; 9- Fracdo B2; 10- Fragéo B6; 11- Fragdo C7; 12- Fracdo E1;
13- CIP coluna.

A figura 3.26 mostra uma visivel sobreposi¢céo de picos na eluicdo da IEX. O facto de
este ser o primeiro passo de purificacdo logo apds disrupgdo torna um pouco dificil a
separacdo de produtos bioldgicos com base em apenas um método cromatografico. No
entanto, é de salientar que o objetivo deste teste ndo é a purificacdo da nanofitina mas sim a
avaliacdo da presenca de diferentes isoformas da S2-modificada que possam interferir em
posteriores métodos de purificagdo. Como a figura 3.27 mostra pelas bandas 1 e 2, a perda de
nanofitina no flowthrough e lavagens da coluna é notéria, no entanto observa-se que em todas
as fracdes analisadas da eluicdo existe bastante nanofitina em solu¢cdo, mesmo apoés se ter
perdido bastante no flowthrough e nas lavagens. Nesta figura foi também analisado o CIP
realizado a coluna, banda 13, onde se verifica que existe nanofitina a ligar-se a fase
estacionéria da coluna e que néo é eluida no gradiente crescente de sal realizado, mas apenas
durante o CIP realizado. O facto de haver uma parte da nanofitina que durante a carga nao
consegue ligar a coluna, outra quota parte que é eluida durante o gradiente e ainda uma outra
parte da nanofitina que a sua ligagédo a coluna apenas € desfeita durante o CIP parece realcar
cada vez mais a aparente heterogeneidade de isoformas da S2-modificada existentes em
solucao.

A parte da nanofitina que nédo é capaz de ligar & coluna consegue ser explicada pelo
pH que se estd a operar na IEX. O ponto isoelétrico da S2-modificada pode explicar a perda de
proteina durante as cargas visto estas terem sido feitas ao pH do tamp&o de disrupcgéo (7.4).
Visto o pH da carga ser muito proximo ao ponto isoelétrico da proteina, a nanofitina nao tem
forca suficiente para se ligar & coluna e como tal sai no flowthrough. Deste modo, foi realizada
uma outra carga na coluna para averiguar se a nanofitina se consegue ligar com sucesso a
coluna. Para esta carga foi aproveitado o flowthrough referido anteriormente e o seu pH foi
ajustado para 5.7. Esta foi de seguida aplicada na coluna mantendo-se as mesmas condi¢des
de operacao exceto nos tampdes de equilibrio e de eluicdo que passaram a ter um pH de 5.7.
Nas figuras seguintes estao os dados da operacédo da IEX.
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Figura 3.29- SDS-PAGE referente a segunda operagéo na IEX do processo 3.2.6. 1- Carga coluna com abaixamento
do pH; 2- Flowthrough; 3-Inicio da lavagem da coluna com tampé&o de equilibrio; 4- Lavagem final da coluna com
tampé&o de equilibrio. 5- Fracédo A4; 6- Fragdo B1; 7- Fracdo B6; 8- Fracdo B10; 9- Fracéo C5; 10- Fra¢éo D11; 11-
Fracdo G9: 12- CIP coluna em condicdes redutoras; 13- CIP coluna em condicBes ndo redutoras.

A figura 3.29 mostra que o flowthrough da IEX, banda 2, ndo tem nanofitina em
solugdo, aparentando entdo estarem reunidas condi¢cbes para esta se ligar a coluna. No
entanto verifica-se que a lavagem com tampéao de equilibrio ap6s a carga comeca a perder
nanofitina tanto no inicio da lavagem como no final da mesma. Este resultado é surpreendente
tendo em conta as condigfes em que se est4 a operar pois tendo sido diminuido o pH do
tampéo de equilibrio seria de esperar que a S2-modificada tivesse forga suficiente para se
manter ligada a fase estacionaria. Considerando o ponto isoelétrico da proteina de 8.01, a
literatura refere que operando no minimo a uma unidade de pH abaixo do ponto isoelétrico
seria suficiente para garantir uma ligacdo a coluna.®* Se o problema desta perda na lavagem
nao é referente ao pH de operacao, podera dever-se sim a um problema de estabilidade desta
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conformacao. Mais uma vez, o facto de ndo terem sido desenvolvidos analiticos especificos
para a detecdo da nanofitina na forma ativa invalida de certa forma a ilagdo de algumas
conclusBes. Neste caso especifico poderia ser possivel detetar se a nanofitina que se perde
nas lavagens se encontra ativa ou se por outro lado se se trata de uma conformacé@o sem
funcdo bioldgica. Apesar de ndo se ter desenvolvido nenhuma técnica analitica no iBET, os
parceiros europeus do SADEL desenvolveram algumas técnicas analiticas para avaliacdo da
atividade e estabilidade das diferentes nanofitinas como seréo referidas.

No que diz respeito a eluicdo da coluna, como seria de esperar a resolucdo de
impurezas ndo foi possivel tendo ocorrido uma grande sobreposicdo de picos. Destaca-se no
entanto que durante todas as fragGes analisadas a S2-modificada foi eluida, incluindo a fracéo
G9, banda 11, figura 3.29, que apenas é eluida a 100% do tampédo de eluicdo. Foi ainda
analisado o CIP da coluna, bandas 12 e 13, onde se observa que bastante nanofitina se
agarrou durante a opera¢do e ndo conseguiu ser eluida pelo gradiente realizado. Esta amostra
do CIP foi submetida no gel tanto em condi¢cdes ndo redutoras, banda 12, como em condic¢des
redutoras, banda 13, para averiguar se a nanofitina adquiriu outro tipo de conformacgédo que
influenciasse o seu peso molecular nestas duas condi¢des. O perfil de bandas nas duas
amostras é muito semelhante mostrando mais uma vez que o DTT n&o possui qualquer efeito
na homogeneidade de conformagdes.

Para tentar averiguar se a S2-modificada eluida da IEX se encontra numa conformacao
gue consiga permear a membrana de filtragdo tangencial de 30kDa foi feito o pool das fragGes
eluidas da primeira carga e esta solucdo foi aplicada a um sistema de TFF de 30kDa. Os
resultados deste teste estao na figura seguinte.
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Figura 3.30- SDS-PAGE referente a operacdo de TFF com o eluido da figura 3.29. 1- Pool Fragédo A1-F2; 2-
Permeado 30kDa em condic¢des redutoras; 3- Permeado 30kDa em condi¢des ndo-redutoras; 4- Retentado
30kDa em condigdes redutoras; 5- Retentado 30kDa em condi¢8es ndo-redutoras; 6- CIP membrana 30kDa em
condic@es redutoras; 7- CIP membrana 30kDa em condi¢des nao-redutoras.

Na figura 3.30 todas as amostras foram aplicadas tanto em condi¢Bes redutoras como
em condi¢cbes ndo redutoras. Como se consegue observar pelas bandas 4 e 5, a nanofitina
ficou praticamente toda retida na membrana de 30kDa, sendo praticamente nula a quantidade
de nanofitina presente nas bandas 2 e 3. Ndo se destacam diferencas, quer a nivel da
nanofitina como também a nivel de outras proteinas, entre as amostras quando séo aplicadas
no gel em condi¢cdes redutoras e em condicdes ndo redutoras. O CIP da membrana,
representado pelas bandas 6 e 7, mostra a presenca de nanofitina em solugdo mas ndo muito
concentrada. Resumindo, o objetivo deste teste ndo foi bem sucedido pois 0 uso combinado de
DTT e Triton X-100 ndo foi suficiente para manter a nanofitina em apenas uma conformacéao
estavel e ativa. O facto de algumas conformacdes ndo se agarrarem a coluna, de algumas
conformacdes serem eluidas normalmente mas nao conseguirem permear a membrana de
30kDa, e de outras apenas se desligarem da coluna com o CIP mostra que a heterogeneidade
da S2-modificada é elevada. De facto, um dos parceiros do projeto SADEL, da Universidade de
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Genebra, através da analise de espectroscopia de massa da S2-modificada verificou que
existem dois picos distintos com massas moleculares muito aproximadas. Efetivamente, uma
parte da S2-modificada sofre uma clivagem em um aminoacido quando se encontra em
ambiente intracelular. Esta clivagem é mais acentuada na S2-modificada do que por exemplo
para outras nanofitinas, e explica a existéncia de diferentes populacdes presentes em solucdo
apos disrupcdo. O facto de existir uma clivagem num aminoacido da S2-modificada por si s6
pode ndo explicar o facto de existir retencdo durante a filtragdo tangencial, ou o facto de a S2-
modificada por vezes nao ser eluida durante o gradiente normal, mas podera significar que a
nanofitina podera ter mais apeténcia para ter mais modificagcdes pos-translacionais que essas
sim poderdo afetar o comportamento durante o processo de purificacdo. Numa perspetiva
futura com o objetivo de verificar se ocorrem modificagdes pds-translacionais e quais as mais
incidentes pode-se realizar uma analise por espectrometria de massa que € uma técnica com
resolucdo suficiente para discernir entre estas isoformas da proteina, ao contrario da técnica de
SDS-PAGE que ndo permite este detalhe pormenorizado.

3.2.7 Uso combinado de filtracdo tangencial e cromatografia de
permuta idonica com o dimero (S2(L30)S2)

Como jé foi referido anteriormente existem outras nanofitinas que foram desenvolvidas
no decurso do projeto SADEL, como por exemplo a formacdo de dimeros. Como tal, foi
estudado um protocolo de purificacdo de um dimero, S2(L30)S2. Este dimero é formado pela
juncdo de dois mondmeros S2 ligados por um linker de 30 aminoacidos, possuindo um peso
molecular de aproximadamente 18kDa e apresenta um ponto isoelétrico de 9. O processo de
purificagdo estudado foi igual ao da figura 3.16, com excec¢do dos tampdes da IEX que se
optou por um tampéao de equilibrio de 30mM de fosfatos a pH 6.5 e um tampéo de eluicdo de
30mM de fosfatos com 1 M de cloreto de sédio a pH 6.5. Os resultados referentes a operacao
do TFF e da IEX estéo representados nas figuras seguintes.
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Figura 3.31- A) SDS-PAGE referente a clarificagéo e a operacdo de TFF do processo 3.2.7. 1- Apés filtragéo; 2-
Permeado 30kDa antes dialise; 3- Permeado 30kDa ap6s didlise; 4- Retentado 30kDa; 5- CIP membrana 30kDa; 6-
Retentado 5kDa; 7- Permeado 5kDa; 8- CIP membrana 5kDa. B) SDS-PAGE referente & eluigdo da IEX do
processo 3.2.9. 1- Carga coluna; 2- Flowthrough; 3- Lavagem coluna com tampé&o de equilibrio; 4- Fracdo A7; 5-
Fracdo A9; 6- Fragcdo Al0; 7- Fracdo All; 8- Fracdo Al12; 9- Fracdo B1.
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Figura 3.32- Cromatograma referente a eluigdo da IEX do processo 3.2.7.

A figura 3.31 (A) mostra alguns dados interessantes no que diz respeito a operacéo da
filtragdo tangencial. A semelhanca do que acontece com a S2-modificada, a banda 4 mostra
que existe uma grande quantidade de nanofitina a ficar retida ha membrana. No entanto a
banda 2 e 3 mostram um dado curioso. A amostra referente a banda 2 diz respeito ao
permeado da membrana de 30kDa antes de ocorrer didlise ha membrana, enquanto que a
banda 3 diz respeito a uma amostra retirada apenas quando os 5 volumes de didlise na
membrana acabaram. Isto mostra portanto, & semelhanca do que ja tinha sido referido, que a
retencdo da nanofitina na membrana esta intimamente ligada aos volumes de dialise que sdo
realizados na membrana. O que isto pode significar é que a nanofitina adere & membrana e
forma uma espécie de equilibrio quimico entre a nanofitina que fica retida e a nanofitina que é
permeada. Os volumes de didlise na membrana ajudam a romper este equilibrio ao arrastar a
nanofitina para que esta consiga permear a membrana. O desejavel seria realizar a dialise em
volumes infinitos de tampédo de lavagem minimizando assim a perda da nanofitina. Porém, em
termos de scale-up tal € impossivel pois significaria um aumento de custos substancial devido
ao aumento de volume de operagdo que significaria também um aumento do tempo de
operacdo significativo tornando portanto impraticavel a operacao da filtracdo tangencial nestas
condigdes. Por ultimo o CIP de ambas as membranas mostra existir nanofitina em solugéo, a
semelhancga de processos anteriores.

No que diz respeito & eluicdo da IEX foi feito um gradiente direto de 0 a 100% do
tampdo de eluicdo que como se observa na figura 3.32 séo visiveis dois picos de grande
intensidade. As fracdes analisadas por SDS-PAGE, figura 3.31 (B), mostram que a maioria do
primeiro pico diz respeito a eluicdo do dimero, enquanto que o segundo se encontra mais
contaminado pela presenca de outras proteinas. Assim sendo, conclui-se que este conjunto de
técnicas permitiu purificar o dimero S2(L30)S2, sendo no entanto importante otimizar algumas
guestbes relativas a eluicdo na coluna de IEX, e a operagdo na filtracdo tangencial
nomeadamente a influéncia da dialise na remocao da nanofitina retida.
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3.2.8 Uso combinado da técnica de precipitagdo fracionada por
sulfato de amonia e cromatografia de interacdo hidrofébica (S2-
modificada)

O uso de diferentes técnicas de cromatografia num mesmo processo de purificagédo
permite explorar diferentes propriedades bioldgicas das proteinas eliminando a presenca de
contaminantes aumentando portanto a percentagem de pureza da amostra.’® No ambito do
projeto foi testada a técnica de precipitacdo fracionada por sulfato de amoénia em combinacao
com a HIC. Na figura 3.33 encontram-se os resultados em SDS-PAGE do teste de precipitagdo
fracionada por sulfato de amonia a diferentes concentra¢cdes do reagente, indo de valores
desde 50% até 80% de saturacdo do reagente. O teste foi realizado logo apds disrupcdo em
30mM de glicina a pH 9 a 900bar, centrifugagdo a 17500xg e filtracdo em 0,22um.

Sulfato de aménia 0% 50% 60% 70% 80%
S P S P S P S P S P
v YvY VYV VY VvV ¥

1 2 M 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Figura 3.33- SDS-PAGE referente aos testes de precipitacdo fracionada por sulfato de amoénia. 1- Apds
filtragdo; 2- Sobrenadante 0% saturagdo; 3- Pellet 0% saturacao; 4- Sobrenadante 50% saturacao; 5- Pellet
50% saturacao; 6- Sobrenadante 60% saturacgdo; 7- Pellet 60% saturagdo; 8- Sobrenadante 70% saturagéo; 9-
Pellet 70% saturacao; 10- Sobrenadante 80% saturagdo; 11- Pellet 80% saturacao.

Na figura 3.33 é visivel que comeca a ocorrer uma separacdo de componentes do
sobrenadante para o pellet logo a partir de saturacdes de 50%. A estas concentracfes alguns
dos contaminantes comeg¢am a estar presentes no pellet ao contrario da nanofitina que se
mantém no sobrenadante. Esta informacgéo levou a que se optasse por operar na cromatografia
de interacdo hidrofobica com uma saturacdo de 60% de sulfato de amonia sendo portanto o
tampéo de equilibrio composto por 30mM de citrato com 2.4M de sulfato de amoéniaa pH 5 e o
tampéo de eluicdo composto por 30mM de citrato a pH 5. A coluna utilizada foi a coluna de
1mL pré-empacotada Resource Phe. Os resultados referentes a esta cromatografia estdo
representadas nas figuras 3.34 e 3.35.
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Figura 3.34- Cromatograma referente a elui¢do da HIC do processo 3.2.8.
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Figura 3.35- SDS-PAGE referente a operagdo na HIC do processo 3.2.8. 1- Apds filtrag&o; 2- Pellet 60%

saturacao; 3- Sobrenadante 60% saturacao; 4- Carga coluna; 5- Flowthrough; 6- Lavagem coluna com tampéo de
equilibrio; 7- Fracdo A7; 8- Fragdo A10; 9- Fracdo A12; 10- Fragéo B3; 11- Fracdo B11.
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Como se pode constatar na figura 3.34 existe a ocorréncia de um pico de elevada
intensidade e a de um pico de menor intensidade. As amostras retiradas em diferentes alturas
da eluicdo mostram que a fragdo B11, banda 11 da figura 3.35, corresponde a proteina S2-
modificada que foi eluida com sucesso da coluna. No entanto € importante assinalar alguns
pontos importantes desta operacédo. Na figura 3.35 o pico da banda 11, que corresponde a
fracdo B11, é bastante menos intenso do que quando comparado com o pico composto pelas
fracbes A10, A12 e B3 (bandas 8, 9 e 10 da figura 3.35) representando apenas cerca de 15%
da intensidade total do pico. Outro ponto a assinalar é a presenca de contaminantes no pico da
eluicdo. Este é um fator a ter de ser otimizado que tera de passar pela tentativa de eluicdo por
steps ou pela adicdo de um passo extra de cromatografia para eliminar boa parte dos
contaminantes. Parte dos contaminantes podem dever-se ao facto de a carga ter sido realizada
num tampao diferente do de equilibrio (30mM glicina com 2,4M de sulfato de amoénia a pH 9) o
gue ndo é considerado como uma metodologia correta pois o facto de fazer uma carga com um
tampdo a um pH diferente tera consequéncias a nivel de hidrofobicidade das proteinas e
consequente movimentagdo das moléculas de agua circundantes na fase estacionaria o que
poderd provocar ligagbes de outros compostos biolégicos que ao pH suposto nédo
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aconteceriam.® Conclui-se portanto que apesar de um resultado positivo, € necessario efetuar
uma posterior otimizacao da técnica.

3.2.9 Uso combinado das técnicas de cromatografia de permuta
idnica, precipitacao fracionada por sulfato de amonia e cromatografia de
interacao hidrofébica (S2-modificada)

Numa fase inicial de testes do uso combinado das técnicas de IEX e HIC verificou-se
gue o conjunto de proteinas que eram eluidas da IEX e que eram aplicadas logo de seguida na
HIC néo tinham forca suficiente para ligar a fase estacionaria da HIC. Como tal, estudou-se o
uso da técnica de precipitacdo fracionada por sulfato de aménia como técnica intermédia entre
ambas as técnicas de cromatografia. Os resultados prévios do estudo da precipitacédo
fracionada por sulfato de amonia (figura 3.33) mostraram que uma saturacéo de 60% de sulfato
de amodnia apresentam bons resultados no que diz respeito a eliminacdo de contaminantes
apesar de ja se observar alguma perda da nanofitina no pellet. No ambito deste teste, foi usada
a amostra resultante da eluicdo de IEX (30mM de citrato com 1M de NaCl a pH 5), e devido a
forca ibnica moderada do tamp&o em que ja se encontrava, optou-se por tratar a amostra com
uma saturacdo de 50% de sulfato de aménia. Neste caso, as condi¢Bes de operacdo da HIC
estdo representadas na figura 3.36.

Disrupgéo a 900 Centrifugagio IEX — Tampéo de equilibrio- Precipitagdo HIC - Tampdo de equilibrio- 30mM
bar em 30mM 17500 30mM citrato a pH 5; tampé&o fracionada com citrato com 1M de NaCl e 2.05M
glicinaapH9 g’s/Filtragio de eluicdo 30mM de citrato 2.05M de sulfato sulfato Eie amonia a pH 5; tampéo de

em Vacucap com 1M de NaCl apH 5 de amonia eluicdo 30mM de citrato a pH 5

Figura 3.36- Processo de purificagdo usando as técnicas de IEX, precipitagéo fracionada por sulfato de aménia e HIC juntas.

Os resultados referentes a este teste estdo apresentados nas figuras 3.37 e 3.38.
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Figura 3.37- Cromatograma referente a primeira elui¢do da HIC do processo 3.2.9.
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Figura 3.38- SDS-PAGE referente a precipitagdo fracionada por sulfato de amoénia e a operagdo na HIC do
processo 3.2.9. 1- Amostra apos adi¢do de sulfato de amonia; 2-Sobrenadante 50% saturagdo (carga coluna);
3- Pellet 50% saturacgéo; 4- Pellet 50% saturacédo diluido; 5- Flowthrough; 6- Lavagem coluna com tampéo de
equilibrio; 7- Fracdo F11; 8- Fragcdo G1; 9- Fracdo G3; 10- Fracao G7; 11- Fragdo H3.

A eluicdo da coluna, figura 3.37, mostra a existéncia de dois picos mais intensos, e de
um pico pouco intenso com algum arrastamento. As fracdes analisadas mostram que os dois
picos mais intensos pertencem na sua maioria a contaminantes que se encontravam na carga.
A partir da fragdo G7 apenas a nanofitina é eluida, demonstrando que a proteina a estas
concentracdes de sulfato de amédnia e cloreto de sédio possui forca ionica suficiente para se
ligar a coluna durante o processo de purificagdo, e que 0 uso conjunto das técnicas de IEX e
HIC permite separar com eficacia a S2-modificada das restantes. A figura 3.38 mostra uma
evolugcdo em relagdo as experiéncias anteriores demarcando-se desde logo pela inexisténcia
da nanofitina no flowthrough e na lavagem da coluna (representados pelas bandas 5 e 6). De
salientar ainda que o uso de uma saturacdo de 50% podera ser excessiva devido a perda da
nanofitina no pellet observavel na banda 3. Existe portanto espa¢o para otimizar a
percentagem de saturacdo ideal, mas que tem de ser cuidadosamente escolhida pois um
abaixamento neste parametro apesar de poder significar mais nanofitina sollvel poder&
também significar mais contaminantes em solucéo.

Por apresentar resultados prometedores estas condi¢cdes de operacdo foram recriadas
na tentativa de obter um processo reprodutivel. No decurso deste teste, as condigbes foram
iguais as da figura 3.36, havendo apenas alteragdo da saturagcdo de sulfato de aménia na
amostra (de 50% para 45%) e também da tentativa de realizar uma elui¢do por passos na HIC.
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Figura 3.39- Cromatograma referente a segunda elui¢do da HIC do processo 3.2.9.
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Figura 3.40- SDS-PAGE referente a segunda operagéo na HIC do processo 3.2.9. 1- Sobrenadante 45% saturagdo
(carga coluna); 2- Flowthrough; 3-Lavagem coluna com tampé&o de equilibrio; 4- Fragcao H3; 5- Fracdo H7; 6- Fracdo H10;
7- Fragéo H11,; 8- Fracéo 13; 9- Fragéo 14.

A figura 3.39 mostra desde logo uma homogeneidade no tipo de pico de eluicao. Isto &,
0S picos que ocorreram nao parecem pertencer a contaminantes pois estdo todos bastante
homogéneos entre eles. Esta suspeicdo é confirmada pelo grau de pureza apresentado nas
fracdes analisadas, correspondentes das bandas 4 a 9, figura 3.40. Pode-se concluir portanto
gue mais uma vez as técnicas combinadas de IEX e HIC com o método de precipitacdo
fracionada com sulfato de amédnia permitiu separar com eficdcia a nanofitina das restantes
proteinas em solugéo.

No entanto, existem diferencas entre este teste apresentado quando comparado com o
teste anterior que se tentou reproduzir. Um processo de purificacdo em que diferentes fatores e
condicionantes interagem de forma dindmica pode implicar que 0s processos ndo se tornem
reprodutiveis. Neste caso especifico, nota-se um comportamento diferente entre a eluicdo do
teste anterior em que existe a eluicdo de bastantes contaminantes, para este teste realizado
em gue praticamente apenas a S2-modificada foi eluida. Destaca-se também uma diferenca
entre as cargas que foram aplicadas a coluna, e que deveriam ser semelhantes. Diferentes
fatores podem ter contribuido para esta diferenca ndo s6 na operagdo da HIC mas em todo o
processo desde o seu inicio. No que diz respeito a operacao na HIC destaca-se por exemplo o
pH a que estd a ser efetuada a operacdo. Apesar de o pH ter sido ajustado para 5 a
temperatura que se vai operar, sucede que a solucdo € deixada ao pé do equipamento durante
horas estando sujeita a ciclos de temperatura que poderdo influenciar fortemente o pH da
solucdo. Alteracdes significativas do pH poderdo ditar diferentes ligacGes de diferentes
proteinas & resina, como ja foi referido. Porém, assinala-se que a magnitude em que o pH iria
variar seria mais pequena do que aquela que poderia justificar uma diferencga tdo significativa
no perfil de eluicdo das proteinas. No que diz respeito ao sulfato de amoénia, este reagente
também influencia o processo no passo em que a solugdo saturada é adicionada a amostra
biolégica. Neste caso, diferencas entre stocks e manutencdo das respetivas propriedades sédo
criticas pois poderdo proporcionar resultados diferentes as experiéncias. Por ultimo, destaca-se
um outro fator que podera ser o que mais influencia para a inexisténcia de reprodutibilidade em
alguns dos resultados que é a disrup¢do mecéanica com o homogeneizador de alta presséo.
Apesar de o0 homogeneizador de alta pressdo ser um método de disrup¢cdo mais facilmente
escalavel do que por exemplo métodos quimicos, é também um método que podera néo
apresentar resultados reprodutiveis de experiéncia para experiéncia. Apesar de todas as
disrupcbes terem sido realizadas a 900 bar, se 0 equipamento ndo estiver a funcionar
corretamente e ndo estiver realmente a fornecer uma pressao a amostra biolégica de 900 bar,
as células poderao ndo estar totalmente disruptadas o que podera influenciar o rendimento e
pureza do processo pois uma maior disrup¢do implica ndo s6é uma maior libertacdo da
nanofitina desejada mas também de outros contaminantes. Todas estas explicagfes poderao
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justificar ndo s6 o facto de existirem cargas diferentes nestas duas experiéncias realizadas
como também do perfil de eluicdo na coluna.

3.2.10 Analise de conformacdes por filtracdo-gel (S2-modificada)

Um dos desafios a nivel de downstream no SADEL tem sido a tentativa de deslindar o
porqué da existéncia de diferentes conformagfes da nanofitina e qual o procedimento para
evitar ou pelo menos prevenir a ocorréncia das mesmas. Para andlise de diferentes
conformacdes foi escolhida a técnica de filtragdo-gel. Foram injetadas na coluna Superdex 75
HR10/30 diferentes aliquotas de S2-modificada pura em diferentes tampdes, e através da
analise das diferencas nos tempos de eluicdo foi estudada a existéncia de diferentes
conformacdes. Os tampdes escolhidos para a analise em filtracdo-gel foram os tampfes em
que se verificou por vezes que a nanofitina pudesse ter isoforma nessas condicfes
destacando-se: 30mM de glicina a pH9 (condicdo A); 30mM de glicina a pH 9 com 10mM de
DTT (condicédo B); 30mM de citrato a pH 5 (condi¢éo C); 30mM de citrato com 1M de cloreto de
sédio a pH 5 (condicdo D) e PBS com 10mM de DTT e 0.1% de Triton X-100 a pH 7.4
(condicdo E). Para efeitos de comparagdo a coluna foi calibrada usando trés padrdes de
proteina de pesos moleculares conhecidos: 5mg/mL de aprotinina (6,5kDa); 3mg/mL de
ribonuclease A (13,7kDa); e 2mg/mL de anidrase carbonica (29kDa). As proteinas da
calibracdo foram ressuspendidas em tamp&o PBS a pH 7.4. Foi de seguida calculada a recta
de calibragédo usando a equacéo 4. Os resultados estéo representados nas figuras seguintes.
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Figura 3.41- Cromatograma referente a operagdo em filtragdo-gel das condigbes A e B.
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Tabela 3.3- Comparacao dos diferentes pesos moleculares da nanofitina nas condigdes estudadas em filtragdo-gel
com base na recta de calibracéo realizada.

Condicao Volume de eluicdo (mL) Peso molecular (kDa)
30mM de glicina a pH 9 (A) 16,94 28,21
30mM de glicina com 10mM de 17,99 20,54
DTT a pH 9 (B)
30mM de citrato a pH 5 ( C) 18,16 19,52
30mM de citrato com 1M de 18,85 15,85
NaCl a pH 5 (D)
PBS com 10mM de DTT e 0.1% 18,00 20,48
de Triton X-100 a pH 7.4 (E)

Analisando os valores de pesos moleculares obtidos para a S2-modificada que a tabela
3.3 fornece para os diferentes tampdes constata-se que estes valores sdo superiores quando
comparados com o0 peso molecular que seria de esperar.

A figura 3.41 mostra que as condicdes A e B apesar de sairem com uma diferenca de
cerca de 1mL da coluna saem com um perfil bastante semelhante entre as duas operacgdes. A
figura 3.42 mostra tempos de eluicdo também bastante semelhantes, no entanto a condigdo D
mostra um segundo pico a um volume de elui¢céo de 8,7mL. Esta é a Unica condicdo estudada
que nos fornece dois picos na operacdo da SEC e mostra existirem duas formas da S2-
modificada quando a mesma se encontra nestas condicdes de operacdo. Um pico tdo cedo
como o que ocorre normalmente € indicio de que a proteina forma agregados de alto peso
molecular e como tal, é rapidamente eluida da SEC. O facto de a nanofitina formar agregados
nestas condi¢Bes de operacao pode justificar parcialmente o porqué de a nanofitina eluida da
IEX em 3.2.6 ndo ter conseguido permear a membrana de 30kDa.

A analise por SEC de diferentes condicdes de tampdes em que a nanofitina se
encontra nos diferentes testes realizados revelou resultados bastante heterogéneos com
diferentes tempos de eluicdo na coluna levando a concluir que o tampdo em que se encontra a
S2-modificada influencia fortemente a conformacdo que a mesma adquire. Apenas as
condicdes B, C e E pareceram ser concordantes entre si, mostrando diferenca de apenas
1kDa. Outro facto a realcar nesta andlise € que todas as conformacgdes que foram estudadas,
por SEC mostram tratar-se de um dimero ou variantes do mesmo com tempos de retencdo
diferentes. No entanto, estas mesmas amostras por SDS-PAGE em condi¢cfes ndo-redutoras, e
por andlise de espectrometria de massa mostram tratar-se de um monémero. Porém, é
importante assinalar dois factos que podem influenciar fortemente estes resultados. Apesar de
os testes terem sido realizados em diferentes tampdes de cromatografia, a calibracdo foi
apenas feita num tampé&o. Para poder estabelecer uma correlacdo direta do peso molecular da
proteina desejada com a curva de calibracdo dos padrdes deveria ter sido feito uma curva de
calibracao com os padrdes de proteina dissolvidos no tampéo em questéo. No que diz respeito
a curva de calibragédo, a mesma deveria ter sido realizada com 5 ou 6 padrdes de proteina para
dar maior confianca a analise efetuada. Destaca-se ainda o facto de se estar a realizar estes
testes com S2-modificada j& pura vinda de um processo prévio de purificacdo de TFF e IEX.
Torna-se Gbvio portanto que podemos estar a realizar estas andlises de conformag¢des com
uma proteina que durante o seu processo de purificacdo tenha vindo a ser selecionada
naturalmente em funcdo da conformacdo que apresentava levando a concluir que a andlise
deste tipo de metodologia com esta amostra pode néo representar as diferentes conformacdes
gue a S2-modificada apresenta in vivo.

Embora a extensdo das diferencas observadas ndo seja possivel de ser avaliado,
conclui-se que para efeitos meramente qualitativos e comparativos pode-se constatar que o
tampéo em que a proteina se encontra influencia a conformagdo da mesma, destacando-se
principalmente o resultado referente a condicdo da eluicdo da IEX que mostra a existéncia de
agregados e as evidentes assimetrias de picos presentes na eluigcéo.

3.2.11 Remocao de endotoxinas (S2-modificada)

Como foi referido anteriormente, a remogéo de endotoxinas do produto final € um dos
objetivos do downstream processing no SADEL. Como tal, foi testado o uso de uma Sartobind
STIC nano visando a remoc¢éo de endotoxinas do produto final. Para este efeito foi testado no
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processo 3.2.1 a remocdo de endotoxinas através da STIC na S2-modificada que se
encontrava em PBS. As endotoxinas e outros parametros foram de seguida quantificados pelo
Endosafe-PTS. A tabela seguinte traduz a diferenca entre as endotoxinas antes e depois de a
amostra passar na STIC.

Tabela 3.4- Diferentes parametros relativos a credibilidade e confianga da leitura do teor de
endotoxinas antes e depois da passagem na STIC.

Endotoxinas (EU/mL) 1218 31.9
EU/mg proteina 54.9 1.2
RT CV Amostra (%) 0.7 1
Spike (EU/mL) 2.81 2.89
RT CV Spike (%) 4.6 85.2
Spike Recovery (%) 260 268

Todos os parametros apresentados dizem respeito a fatores que contabilizam para a
credibilidade do teste realizado. O RT CV da amostra diz respeito aos coeficientes de variagdo
temporais que os diferentes canais de teste analisados apresentam. O spike diz respeito a
reacdo da amostra com uma quantidade conhecida de endotoxinas presente no proprio teste, o
RT CV spike, a semelhan¢ca do RT CV da amostra, diz respeito aos coeficientes de variagdo
temporais desse mesmo spike. Quanto ao spike recovery diz respeito a percentagem de
amostra que conseguiu ser recuperada do controlo positivo.

Apesar de alguns dos parametros estarem fora da gama para este teste ser
considerado valido (destaca-se o spike recovery que devia encontrar-se entre 50 e 200%)
considera-se que no geral a STIC foi eficaz na remogéo de endotoxinas, diminuindo cerca de
97% no teor de endotoxinas apresentado na amostra final.

Diferentes fatores podem ser implementados e estudados no que diz respeito a
remocéo de endotoxinas do produto final. Com os resultados apresentados, o uso da Sartobind
STIC, é sem duavida, uma opc¢do confidvel para passos finais do processo de purificacao.
Destaca-se no entanto que a diminuicdo observada apesar de ser bastante acentuada apés
uso da STIC, outros fatores auxiliaram a que a amostra antes de ser aplicada ja tivesse um
contelido de endotoxinas reduzido. O facto de ter sido usado um processo de cromatografia de
permuta idnica com uma resina aniénica, como a Fractogel SO3- ajudou a que fosse removido
com eficacia grande parte das endotoxinas. As endotoxinas por terem uma carga negativa nao
irdo ligar a fase estacionaria e como tal irdo sair no flowthrough. Outro fator que foi estudado
durante este processo foi 0 uso de surfactantes como o Triton X-100 como componente dos
tampBes de lavagem de cromatografia, que auxilia na remocdo de LPS no processo de
purificacdo e que portanto auxiliou também para que a amostra tivesse um contetdo em LPS
menor do que possuiria sem estes fatores.

Apesar da diminuicdo referida o valor apresentado poderd mesmo assim ndo ser
suficiente para ser considerado como aceitavel. O fator determinante que condicionara a
aceitacdo ou ndo deste valor de endotoxinas no produto final sera a dosagem do farmaco. Por
exemplo, a Federal Drug Administration define um limite méximo de 5EU/mL para farmacos
injetaveis por via da corrente sanguinea, enquanto que o limite maximo para farmacos que
penetrem a barreira hematoencefalica ¢ de 0.2EU/mL.%667 Conhecendo a dose de cada
farmaco necesséria para cada paciente facilmente se verifica se é aceitavel o nimero de
endotoxinas que se ird injetar em cada caso especifico. No caso do projeto SADEL, ainda ndo
foi determinado a dose necessaria para o farmaco pois ainda nao foi escolhida nem produzida
a nanofitina final que ira ser comercializada.

3.2.12 Produtividades obtidas nos diferentes processos de
purificacdo de nanofitina testados

Na escolha de um processo de purificacdo a escala industrial acaba por pesar sempre
maioritariamente o rendimento global do processo. Como tal, a tabela 3.5 apresenta um
resumo das purificacbes efetuadas assim como a respetiva produtividade de nanofitina obtida.
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Na tabela 3.6 esta presente uma comparacado de diferentes parametros de operacao usados no
downstream.

Tabela 3.5- Comparacao de diferentes parametros entre os processos estudados em downstream tais como
quantidade de proteina produzida, produtividades e relatividade de impurezas.

Técnicas Processo Biomassa @ Quantidade Produtividade Impurezas
envolvidas de partida | de proteina (g/L)
(9) produzida
(mg)
TFF(30kDa+5kDa) 3.21 695.8 3551 0.965 -
+IEX
TFF(30kDa+5kDa) 3.2.2 30 85.77 0.706 -
+IEX
TFF(50kDa+5kDa) 3.24 30 38.06 0.240 +++
+IEX xk16
TFF(30kDa+5kDa) 3.2.7 5.6 3.38 0.114 +
+lEX com dimero
Precipitacéo 3.2.8 1.2 4.8 0.757 ++
fracionada+HIC
IEX+precipitagao 3.2.9 30 42.8 0.270 +
fracionada+HIC

Tabela 3.6- Comparacéo de diferentes parametros entre os processos estudados em downstream.

Técnicas Processo  Area (til 1° Area (til 2°  Capacidade  Rendimento
envolvidas TFF utilizada TFF utilizada resina (mg) cromatografia
(m?) (m?) (%)
TFF(30kDa+5kDa)+ 3.2.1 0,125 0,114 3570 81,69
IEX
TFF(30kDa+5kDa)+ 3.2.2 0,025 0,019 500 52,90
IEX
TFF(50kDa+5kDa)+ 3.2.4 0,063 0,057 500 34,73
IEX
TFF(30kDa+5kDa)+ 3.2.7 0,025 0,023 500 54,87
IEX com dimero
Precipitacéo 3.2.8 - - 25 10,70
fracionada+HIC
IEX+precipitagédo 3.2.9 - - 500 (IEX) 21,08 (IEX)
fracionada+HIC 50 (HIC) 41,18 (HIC)

Analisando a tabela 3.5 constata-se que a nivel de produtividades o processo que
acabou por render mais proteina foi o processo de filtracdo tangencial (30kDa+5kDa) seguidos
de cromatografia de permuta ionica. Este processo acabou mesmo por ditar uma produtividade
de cerca de 1g/L apresentando também um elevado grau de pureza.

Os processos que apresentam produtividades mais baixas tratam-se dos processos de
filtracdo tangencial de 50kDa e de 5kDa, do processo de filtracdo tangencial de 30kDa e de
5kDa com o dimero S2(L30)S2 e ainda do processo combinado de cromatografia de permuta
idnica com interacdo hidrofobica e precipitagdo fracionada. No processo com cutoff de 50kDa a
produtividade acabou por baixar devido a grande quantidade de contaminantes presentes que
acabaram por se refletir na escolha de um pool de fragdes mais reduzido numa tentativa para
desta forma aumentar a pureza da proteina. No processo de filtragdo tangencial com o dimero
na membrana de 30kDa o maior problema foi a retencao de proteina junto a membrana que
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acabou por ter como consequéncia a diminuicdo da produtividade. No processo combinado de
IEX+HIC+precipitacdo fracionada a produtividade acabou por diminuir devido a perdas da
proteina ao longo do processo destacando-se a perda no pellet da precipitacdo fracionada por
sulfato de amonia.

Apresentando purezas intermédias estd o processo combinado de precipitacdo
fracionada e de cromatografia de interacdo hidrofébica e ainda do processo de filtracdo
tangencial com membrana de 30kDa e de 5kDa com os tampdes otimizados. O processo
combinado de precipitagdo fracionada e de cromatografia de interagdo hidrofébica mostrou ndo
ser totalmente eficaz no que diz respeito a separacdo da nanofitina dos restantes
contaminantes, e mostrou também a existéncia de uma quantidade consideravel de nanofitina
no pellet da precipitagdo fracionada que se estivesse otimizada aumentaria este valor de
produtividade. No que diz respeito ao processo de filtracdo tangencial com membrana de
30kDa e de 5kDa com os tamp8es otimizados, este mostrou ser eficaz na separacdo da
nanofitina das restantes proteinas mas com uma produtividade menor do que 0 processo
original sem tamp8es otimizados (3.2.1). Este resultado mostra mais uma vez a falta de
reprodutibilidade e imprevisibilidade da operacéo na filtracdo tangencial que retém grande parte
da nanofitina. Porém, este resultado pode dever-se também a falta de eficiéncia da disrupcao
mecanica. De facto, ndo existe maneira de garantir que duas disrup¢des sdo realizadas da
mesma maneira pois 0 equipamento podera ndo estar a operar a pressao que esta a debitar,
sendo mais um fator que pode justificar o menor contetdo de proteina quando as condi¢des se
encontram supostamente otimizadas.

Na tabela 3.6 estdo representados parametros de operacdo durante a purificacdo dos
diferentes testes realizados. Destaca-se que a area de membrana que deveria ser utilizada
durante a filtragdo tangencial é semelhante a que é efetivamente utilizada durante a sua
operacgéo. De salientar ainda que os rendimentos das cromatografias nos diferentes processos
foi baixa, com excepc¢do da cromatografia de permuta i6nica do processo 3.2.1 onde o
rendimento atingiu os 80% mostrando mais uma vez ser um conjunto de metodologias que
permite obter elevados rendimentos com elevados graus de pureza.
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4. Concluséao

O universo biotecnolégico, particularmente o que trabalha na interface com a industria
farmacéutica, é cada vez mais exigente nas restricbes que apresenta nos produtos biol6gicos
que comercializa. Estas exigéncias traduzem-se em elevadas purezas do produto final, com
elevados rendimentos no minimo de tempo possivel sem descurar na seguranca do produto. O
upstream processing sofreu indmeros avangos no ultimo século aumentando exponencialmente
as produtividades apresentadas o que causou que o downstream fosse a etapa mais morosa e
exaustiva na sucessao de passos que existem desde a producdo de um biofarmaco até a sua
formulacdo. Isto aliado aos seus elevados custos de operacdo traduziu-se numa emergente
necessidade de criar processos de purificagdo de biofarmacos baratos, inovadores e flexiveis
sem que seja prejudicada nenhuma das caracteristicas do produto final.#%4243 O uso deste tipo
de metodologias foi um dos alicerces do projeto SADEL, que pretendia produzir nanofitinas
para aplicac@es clinicas com elevadas produtividades sem que isso se refletisse no custo de
desenvolvimento do projeto.

O objetivo deste trabalho experimental foi de definir e implementar um processo
otimizado de produc¢édo e purificacdo de uma nanofitina a escala piloto. Como ainda né&o foi
eleita a nanofitina lead foi dada especial atencdo a S2-modificada por apresentar resultados
mais promissores que as restantes. Pode-se concluir que para esta nanofitina foi encontrado
com sucesso um protocolo a nivel de bioreac¢do que respeita todas as condicionantes e
caracteristicas do microrganismo, e que permite ter grandes quantidades de biomassa
produzida. Foi encontrado com sucesso também um conjunto de técnicas de purificacdo que
permite separar a S2-modificada dos restantes contaminantes com grande produtividade e
pureza.

Foi verificado que o uso de um p de 0,175h! durante a administracdo do fed-batch
permite que a SHuffle S2-modificada ndo acumule substratos téxicos como o acetato, e que
toda a fonte de carbono que é disponibilizada durante os feedings seja imediatamente
metabolizada pelo microrganismo. Como se verificou, esta auséncia de acumulagdo de fonte
de carbono e de intermediarios metabdlicos durante a bioreacgcdo sdo essenciais para
maximizar e potenciar o crescimento microbiano, atingindo um valor maximo de densidade
Otica de 155, e respetiva biomassa (4333,7g). Foi verificado ainda que as condi¢des de cultura
podiam ser otimizadas, em particular a condicdo de crescimento com meio quimicamente
definido a 37°C com apenas um antibiotico de resisténcia, 100pg/mL de ampicilina, mostrou
valores de p mais altos atingindo 0,288h1. A andlise de clones recombinantes mostra também
que foi encontrado com sucesso um clone que apresenta uma maior produ¢do de nanofitina do
que dos restantes contaminantes podendo ser um possivel candidato para uma estirpe
otimizada.

Em relacdo a purificagdo da S2-modificada o conjunto de técnicas de filtracao
tangencial com o uso sequencial de dois cutoffs, 30kDa e 5kDa, seguido de uma cromatografia
de permuta i6énica em Fractogel SO3- foi 0 conjunto de técnicas que mostrou ser mais eficaz
mostrando maiores produtividades, até 0.965g/L, e com maior pureza. No entanto, este
conjunto de técnicas apresenta alguns problemas que terdo de ser investigados mais
detalhadamente para poder ter um protocolo completamente otimizado e reprodutivel.

Destaca-se a retencdo que ocorre na membrana de 30kDa que acaba por se traduzir
numa perda de cerca de 50% do conteldo total da nanofitina. Este problema podera ter origem
em diferentes fatores tais como adsor¢des ndo especificas, ser uma técnica de separacdo que
€ usada logo apos clarificacdo em que o extrato celular se encontra ainda com muitas
impurezas, e também a existéncia de diferentes conformacfes. Perspetiva-se que usando
maiores volumes de dialise na membrana, ou através do uso de um polimero diferente na
membrana este problema possa ser contornado. O DTT e o Triton X-100 mostraram n&o ser
eficazes na diminuicdo da retencdo da nanofitina junto a membrana como tal, o seu uso nao
serd implementado nesta fase do processo. No que diz respeito a operagdo da cromatografia
de permuta iénica as condic¢des utilizadas com tampéo de equilibrio de 30mM de citrato a pH 5
e tampdo de eluicdo de 30mM de citrato e 1M de NaCl a pH 5 foram as escolhidas para evitar
perda de proteina no flowthrough e lavagens da coluna. Apesar de nestas condi¢cbes nao ter
sido testada uma eluicdo por passos, outras condicdes mostraram ser possivel aplicar uma
eluicdo por passos com sucesso diminuindo portanto os tempos de operacdo e tampdes de
cromatografia gastos.

No entanto esta condicdo escolhida por um lado mostra nanofitina que se liga a fase
estacionaria de forma quase irreversivel s6 sendo eluida no CIP e por outro lado existe
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nanofitina que nem sequer se liga a resina. Destaca-se portanto a necessidade de analisar a
atividade de diferentes conformacfes de proteina que ocorrem no processo consoante 0
tampdo em que as mesmas se encontram. Apesar da falta de plausibilidade nos resultados
referentes a filtracdo-gel pode-se afirmar que existem diferencas de conformacdes na S2-
modificada em diferentes condi¢cdes. No entanto diferencas de 13kDa, como se verificam em
alguns casos, ndo devem representar a realidade pois nenhum dos outros analiticos confirmam
diferengas desse nivel. A remocéo de endotoxinas na S2-modificada mostrou ser eficaz através
do uso de uma Sartobind STIC nano mostrando uma reducéo de cerca de 97%. Para potenciar
esta diminui¢cdo do teor de endotoxinas recomenda-se o uso de Triton X-100 como componente
dos tampdes de cromatografia.

Destaca-se por Ultimo a necessidade de existéncia de um protocolo de disrupcao
celular reprodutivel e que permita que as células sejam lisadas de uma maneira semelhante a
cada processo realizado. Apesar de se tratar de uma bactéria pode ser realizado um teste
adaptado de Trypan Blue para visualizacdo ao microscopio das células que se encontram
viaveis apés disrupcdo, ajudando deste modo a perceber se a mesma estd a ser eficaz.
Existem ainda outros métodos de determinacdo da viabilidade celular bacteriana mas que
envolve outro tipo de equipamento mais sofisticado. As restantes metodologias estudadas
mostraram ser incapazes de purificar a nanofitina em grandes quantidades com o grau de
pureza desejado, sendo portanto consideradas apenas como téchicas complementares de
purifica¢&o.

A nivel futuro no projeto SADEL estes testes de otimiza¢@o terdo de ser novamente
realizadas com a nanofitina lead pois o que se verificou para a S2-modificada pode néo ser
representativo do que ird acontecer para a nanofitina final, abrindo espago para o teste de
técnicas ndo contempladas neste estudo. Destaca-se ainda a necessidade do desenvolvimento
de analiticos especificos para a detecao da nanofitina lead homeadamente o desenvolvimento
de um anticorpo especifico contra a nanofitina que permita a sua visualizacdo por Western Blot
assim como a sua quantificacdo por ELISA. No que diz respeito aos objetivos deste trabalho
experimental pode-se concluir que foram cumpridos pois foi estabelecido com sucesso um
protocolo de producdo e purificagcdo da S2-modificada a escala piloto.
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