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RESUMO

O fator estimulador de coldnias de granulécitos (G-CSF) ¢ uma das principais
citocinas hematopoiéticas envolvidas na defesa do sistema imune contra agentes infecciosos,
estimulando e regulando a proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciacdo das células precursoras
de neutréfilos na medula 6ssea. E uma molécula que possui uma sequéncia de 174
aminodcidos, com peso molecular de aproximadamente 18,8 kDa. Como estratégia de
prevencao da neutropenia, o G-CSF (ou filgrastima) ¢ utilizado clinicamente com sucesso em
pacientes com cancer, cujo tratamento requer altas doses de quimioterapia, tanto em adultos
como em criangas. Além disso, o G-CSF pode ser utilizado para reforgar o sistema
imunoldgico em pacientes com HIV, pneumonia, infecgdes decorrentes da diabetes, leucemia
e neutropenia febril. Atualmente, a filgrastima nao ¢ produzida no Brasil, consequentemente,
todo medicamento adquirido pelo governo ¢ importado. Tendo em vista sua ampla aplicacao
clinica, a producdo em larga escala do G-CSF se faz necessaria para suprir a demanda do
mercado nacional e diminuir os custos com importacdo desse biofdrmaco. Neste trabalho um
protocolo para a produgdo desta proteina foi desenvolvido, utilizando técnicas de DNA
recombinante por meio de experimentos de superexpressdo e cultivo em biorreator,
solubilizagdo e purificagdo da G-CSF recombinante. A proteina foi expressa em células
Escherichia coli C41(DE3) em cultivos de batelada alimentada em biorreactor, utilizando
inducdo com IPTG e uma estratégia de alimentagdo linear ascendente, que nos permitiu obter
um alto percentual de estabilidade plasmidial, baixo acimulo de acetato no meio de cultivo,
uma biomassa de aproximadamente 31 g/ L e elevados niveis de expressdo da proteina em
forma de corpos de inclusdo, que foram solubilizados utilizando ureia 2 M e pH alcalino. A
proteina recombinante foi purificada obtendo-se aproximadamente 1,22 mg de proteina
recombinante homogénea por grama de células umida, correspondendo a um rendimento
volumétrico de 151,5 mg de rhG-CSF por litro de meio de cultura. Uma andlise por
espectrometria de massa também foi realizada, confirmando a identidade da proteina
recombinante. Nosso trabalho mostra uma estratégia simples e eficaz para obter hG-CSF

recombinante, contribuindo e estimulando a futura producdo de um biossimilar nacional.
Palavras-chave: Biorreator; batelada alimentada; proteina recombinante; G-CSF;

Escherichia coli.



ABSTRACT

The granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) is a major hematopoietic cytokine
involved in the immune defense against infectious agents, stimulating and regulating the
proliferation, survival and differentiation of neutrophils precursor cells in the bone marrow.
The G-CSF molecule has a 174 amino acids sequence, with a molecular weight of
approximately 18.8 kDa. As a strategy for neutropenia prevention, G-CSF (or filgrastim) has
been successfully used in cancer patients whose treatment requires high doses of
chemotherapy, in both adults and children. Moreover, this biopharmaceutical may be used to
strengthen the immune system in patients with HIV, pneumonia, infections resulting from
diabetes, leukemia and febrile neutropenia. Currently, filgrastim is not produced in Brazil,
which obligates the government to import this medicine. Due to its wide clinical application,
the large scale production of G-CSF is required to supply the demand of national market. In
this work, a protocol to obtain this protein was developed using overexpression and
cultivation in a bioreactor, solubilization and purification of recombinant G-CSF. The protein
was expressed in Escherichia coli host cells C41(DE3) cultures grown in bioreactor using a
fed-batch strategy. The expression of the recombinant protein was induced by IPTG. A linear
ascending feeding strategy permitted high plasmid stability, low accumulation of acetate in
the culture medium, a biomass of approximately 31 g/ L and high expression levels of the
protein in the form of inclusion bodies which were solubilized using 2 M urea and alkaline
pH. The recombinant protein was purified and yielded approximately 1.22 mg of
homogeneous recombinant protein per gram of wet cells, corresponding to a volumetric yield
of 151.5 mg of rhG-CSF per liter of culture medium. A mass spectrometry analysis was
performed, confirming the identity of the recombinant protein. Our work shows a simple and
effective strategy to obtain recombinant hG-CSF, stimulating and encouraging a future

production of a national biosimilar.

Keywords: Bioreactor; feed-batch; recombinant protein; G-CSF; Escherichia coli.
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1. INTRODUGAO

O sangue contém muitos tipos de células com fungdes variadas. Todas elas tém um
tempo de vida limitado e sdo produzidas a partir de uma célula-tronco comum, multipotente,
na medula 6ssea, chamada célula-tronco hematopoiética. O processo de diferenciacdo celular
inicia-se a partir de células-tronco pluripotentes, as quais se dividem, gerando mais células-
tronco (auto-renovacgdo) e vdrias células progenitoras comprometidas, geralmente designadas
como unidades formadoras de colonias (CFU), que sdo capazes de originar apenas alguns

tipos celulares especificos [1].

As células progenitoras comprometidas diferenciam-se em células sanguineas maduras
(um Unico progenitor de neutr6filo comprometido, por exemplo, pode dar origem a um clone
de milhares de neutrofilos) sob a influéncia de moléculas sinalizadoras. Tais moléculas sdo
glicoproteinas e normalmente sdo chamadas de fatores estimuladores de colonia (CSFs). Entre
elas, estd o G-CSF, o fator estimulador de coldnias de granuldcitos (Figura 1) [2], uma
citocina hematopoiética que atua, mais diretamente, na maturagdo dos neutrofilos sendo

assim, de extrema importancia na defesa imunologica do organismo [3].

1.1. Atividade biolégica da G-CSF

O fator estimulador de colonias de granuldcitos (G-CSF) ¢ uma das principais
citocinas hematopoiéticas envolvidas na defesa pelo sistema imune [4], que tem funcdo de
estimular e regular a proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciacdo das células precursoras de
neutr6filos na medula dssea [5], as quais atuam na primeira linha de defesa do organismo

contra agentes infecciosos [4,6].

O G-CSF atua principalmente promovendo a maturacao dos neutréfilos e estimulando
sua atividade fagocitica e quimiotdtica, além de estar envolvido com o processo de
segmentacao nuclear dos neutréfilos maduros. O G-CSF também atua em outras linhagens

celulares, com um papel importante na mobilizacdo de células-tronco hematopoiéticas da
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medula dssea para a circulagdo [3]. Também ¢é capaz de modular a resposta inflamatoria,

reduzindo a liberagdo as citocinas pro-inflamatdrias por monocitos e macrofagos ativados [7].

Célula-tronco
pluripoteme

Células-tronco Células-tronco
mieloides linfoides

N

@

o°c%

Células
vermelhas do Plaquetas
sangue
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Macréfago Neutréfilo Eosinéfilo Basofilo

Granulécitos

Figura 1: llustragdo esquematica da hematopoiese com indicagéo dos sitios de agdo do G-CSF

Fonte: Adaptado de Bishop et al., 2001

1.2. Caracterizagcao molecular do G-CSF

A filgrastima (nome genérico da proteina G-CSF ndo glicosilada) ¢ uma molécula
monomérica em solugdo que possui uma sequéncia de 174 aminoacidos, com peso molecular

de aproximadamente 18,8 kDa. Esta molécula contém um residuo de cisteina livre na posi¢ao
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17 e duas pontes dissulfeto, Cys(36)-Cys(42) e Cys(64)-Cys(74), que sdo importantes para a
estabilidade estrutural da proteina e dobramento correto da longa cadeia de aminoacidos [8].
A estrutura secundéria da molécula contém aproximadamente 69% de a-hélice, 4% de folha-f3
e 5% de B-curvatura. A molécula é composta por quatro hélices, denominadas A, B, C e D,
(Figura 2). A hélice A forma-se entre os residuos 11-39, a B entre 71-91, a C entre 100-123 e
a D entre 143-172 [9].

O gene que codifica para o G-CSF em humanos esta localizado no cromossomo 17
q21-22[10]. A forma nativa da proteina, produzida naturalmente, ¢ glicosilada, o que confere
resisténcia a degradacdo por proteases e pode influenciar toda a estrutura proteica. A
glicosilacdo também parece prevenir a agregacao da proteina pelo aumento da solubilidade e
estabilidade desta molécula que ¢ bastante hidrofobica em pH neutro. Porém, tanto a forma

nativa quanto a nao-glicosilada apresentam atividade bioldgica[11].

Figura 2: Estrutura tridimensional da proteina G-CSF

Fonte: Hill et al., 1993

1.3. Interagao com o receptor

Os efeitos biologicos do hG-CSF sdo mediados via ativacao do receptor G-CSF (G-
CSFR), um membro da superfamilia de receptores de citocinas tipo 1 [3]. Este receptor ¢
expresso em progenitores neutrofilicos e em neutréfilos maduros, e tem a fungdo de transmitir
sinais de proliferacdo, diferencia¢do e sobrevivéncia destas células. Tais receptores também
podem ser encontrados em mondcitos, atenuando a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias

quando estas se encontram inativadas.
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A maioria das citocinas, incluindo o G-CSF, liga-se a receptores que podem ativar as
proteinas de regulagdo génica mantidas em estado latente na membrana plasmatica. Os
receptores de G-CSF estdo associados a tirosinas cinases citoplasmaticas chamadas Jaks
(Janus cinases), JAKI, JAK2 e TYK2, que sdo ativadas quando esta citocina liga-se ao
receptor. Apos a ligagdo, as duas cadeias e o receptor ficam proximas e as Jaks se fosforilam
reciprocamente ativando-se e, por sua vez, fosforilam as tirosinas do receptor, criando um
local para ligacdo das proteinas reguladoras génicas citoplasmaticas STATs (do inglés Signal
Transducers and Activators of Transcription) - STAT1, STAT 3 e STAT 5. Estas possuem o
dominio SH2, que se liga ao receptor. Depois da ligacdo, as Jaks fosforilam ativando estas
proteinas regulatérias causando assim a dissociacdo do receptor. Por meio do dominio SH2,
ocorre a formagdo de dimeros pelas duas STATs. Estas proteinas direcionam-se ao nucleo,
onde estimulam a transcricdo de genes-alvo especificos (Figura 3). A resposta mediada por
STATs ¢ frequentemente regulada por mecanismo de retroalimentagdo negativa. Os dimeros
de STAT também podem ativar genes que codificam proteinas inibitorias. Estas se ligam
tanto ao receptor de citocina como na propria STAT, bloqueando a cascata de sinalizagao.
Entretanto, este mecanismo pode ndo ser suficiente para bloquear totalmente a cascata,
ocorrendo uma inativagdo das Jaks e STATs por desfosforilacdo, através de enzimas

especificas [1].

Recemor G-CSF G-CSF

™) G G ‘ P ) || ()
I ! . . A ) j} —(5 Dnminin SH?
: ol N
‘ o~ (@ | 3

STAT 1

STAT 3 P)

P

~_"
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DNA

v

Transcrlc;éio do gene alvo

Figura 3: Rota de sinalizacao Jak-STAT ativada por citocina

Fonte: Alberts et al., 2002
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1.4. Uso clinico do G-CSF

Pacientes em tratamento quimioterapico tem as células brancas suprimidas, ficando
vulneraveis a infecgdes e sepse. Como estratégia para prevengdo da neutropenia, o G-CSF
pode ser utilizado em pacientes com cancer, cujo tratamento requer doses altas de
quimioterapia, reduzindo ainda o tempo de interna¢do, os custos associados com esta
condicdo e a mortalidade, quando utilizado profilaticamente, tanto em adultos como em
criancas [12,13]. Além disso, estudos demonstram que o G-CSF pode ser utilizado com
sucesso para reforcar o sistema imunoldgico em pacientes com HIV, pneumonia, infecgdes

decorrentes da diabetes, leucemia e neutropenia febril [14—18].

Outros alvos para o uso de G-CSF j& foram relatados, como no tratamento de
infecgdes em pacientes ndo neutropénicos, a fim de melhorar sua defesa imune, bem como
medida preventiva. Entre eles, hé relatos de beneficios durante o tratamento de peritonites e

infecc¢do tecidual em ratos e camundongos [4,6].

Devido ao aumento do niimero de pacientes com problemas no coragdo nos ultimos 40
anos, se fazem necessarias novas estratégias para o tratamento. Um estudo feito por Harada e
colaboradores sugere que citocinas hematopoiéticas, como G-CSF, podem ser capazes de
melhorar a fun¢do cardiaca e reduzir a taxa de mortalidade apds infarto no miocardio em
camundongos. Essa acdo se da possivelmente pelo efeito protetor sobre os cardiomidcitos, a

promocao da angiogénese e a prevengdo da remodelacdo cardiaca do ventriculo esquerdo apos

infarto [19].

1.5. Biofarmacos

A filgrastima utilizada clinicamente ¢ produzida por meio de técnicas modernas de
biotecnologia, especificamente por engenharia genética. As proteinas que sdo produzidas pelo
organismo humano, quando geradas por clonagem molecular e expressas em células

bacterianas ou células de mamiferos em cultivo, sdo chamadas de biofarmacos [20].

Escherichia coli ¢ um dos microrganismos mais utilizados como hospedeiro para a
producdo de proteinas heterdlogas por ser um dos organismos com condi¢des de cultivo,
organizagdo genética e fisiologia, mais bem caracterizado e explorado até hoje. Tais
caracteristicas permitiram que fossem aprimoradas técnicas para sua manipulagio génica [21].

Sendo assim, ja que algumas proteinas ndo glicosiladas sdo biologicamente ativas, os sistemas
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de expressdo procaridticos sdo os preferidos para sua produgdo, pela simplicidade e baixo

custo [22].

Os biofarmacos tém revolucionado as opgdes de tratamento para muitas doengas. A
primeira geracdo de medicamentos biotecnologicos data por volta dos anos 80, por isso a
maioria das patentes destes medicamentos estdo expiradas, como ¢ o caso da filgrastima, na
¢poca produzida pelo laboratério Amgem Inc, que perdeu sua prote¢do de patente em 2006,

tornando-se alvo das industrias farmacéuticas.

A segunda geracdo de produtos bioldgicos ndo pode ser considerada como “genérico”,
pois os testes exigidos para desenvolver estes produtos sdo muito mais rigorosos que os
realizados para um genérico tradicional produzido por sintese quimica. Por esta razao, o termo
usado para se referir ao biofarmaco ndo inovador na Europa ¢ “biossimilar” e nos EUA
“Follow on proteins” [23]. Esta segunda geracdo de produtos biologicos, representa uma
alternativa de menor custo para os biofarmacos originais. Entretanto, a seguranga e a eficacia

dos biossimilares devem ser comprovadas e devem equivaler ao produto original [24,25].

1.6. Importancia social e econémica

A garantia de acesso a medicamentos € parte integrante e essencial de uma adequada
politica assistencial em saude. Em 1993, o pais criou o Programa de Medicamentos
Excepcionais, que ¢ gerenciado pela Secretaria de Assisténcia a Satde. Sao abrangidos pelo
programa aqueles medicamentos de alto valor unitario e/ou usados para tratamentos cronicos,
0s quais se tornam excessivamente caros para serem adquiridos pela populagdo [26].
Utilizados a nivel ambulatorial, a maioria deles ¢ de uso prolongado e parte deles integra
tratamentos que duram a vida toda de um paciente. Essa politica tem enorme alcance em todas
as classes sociais, uma vez que, se ndo fossem distribuidos gratuitamente, tais medicamentos
seriam acessiveis a poucas pessoas em fun¢do do alto custo. Dentre estes medicamentos,
encontra-se o biofarmaco filgrastima. Em novembro de 2002, o Ministério da Satde redigiu
um protocolo clinico considerando os seguintes critérios de inclusdo de pacientes para o

tratamento com G-CSF:
- mobilizag@o de células progenitoras para transplante de medula dssea;

- neutropenia associada ao transplante de medula dssea (contagem de neutréfilos igual

ou abaixo de 500/mm3, 21 dias apos o transplante);
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- neutropenia induzida por quimioterapia (periodo minimo de neutropenia de 10 -14

dias com contagem de neutr6filos abaixo de 500/mm’);
- neutropenia cronica grave (contagem de neutréfilos igual ou abaixo de 500/mm’);
- Aids com neutropenia (com contagem de neutréfilos abaixo de 1.000/mm”);

- anemia apldsica grave em terapia com tripla imunossupressdo (contagem de

neutréfilos igual ou abaixo de 200/mm’);

- mielodisplasia com neutropenia grave e infeccao de repeticdo (adultos com anemia
refratdria, com ou sem sideroblastos em anel, com contagem de neutrofilos abaixo de

500/mm’ e nfecgdes de repetigdo necessitando de hospitalizagdes [27].

Atualmente, o biofarmaco filgrastima ndo ¢ produzido no Brasil, consequentemente,
todo medicamento adquirido pelo governo ¢ importado. Durante o ano de 2011 o SUS
(Sistema Unico de Satide) gastou o equivalente a R$ 1.357.762,56 e, até outubro de 2012, a
quantia de R$ 1.129.592,64 com as importagdes deste medicamento [28]

1.7. Cultivos de altas densidades celulares

Crescer células de E. coli até altas densidades ¢ o método atualmente escolhido para a
producdo de proteinas recombinantes, principalmente porque o sistema permite atingir uma
alta produtividade volumétrica através do aumento de biomassa e consequente formacdo de

produto [29,30].

A densidade elevada dos cultivos celulares pode gerar a formacao de acetato, sendo
que concentragdes relativamente baixas como 5 g/ L podem inibir o crescimento de E. coli
[21]. Para contornar este problema, diversas estratégias de alimentacdo tém sido
desenvolvidas para controlar a velocidade especifica de crescimento, limitando os nutrientes
essenciais como fontes de carbono e nitrogénio do meio. As metodologias utilizadas sem
controle feedback determinam a vazao de alimentagdo independente do andamento do cultivo
e ndo requerem nenhum tipo especial de controlador, sdo elas: vazdo constante, vazao elevada
continuamente (linear ascendente) e alimentacdo exponencial. Ja as alimentagdes com
controle feedback sdo mais sofisticadas e se baseiam no controle de pardmetros fisicos do
cultivo, utilizando medidas on-line de varidveis essenciais para o processo, como 0xigénio
dissolvido (DO), pH e velocidade de formag¢ao de CO, para alterar a vazio de alimentagao.

Por exemplo, o método DO-stat ¢ baseado no fato de que o oxigénio dissolvido no meio
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aumenta rapidamente quando ha escassez de substrato e a alimentagdo ¢ adicionada quando o
oxigénio dissolvido ultrapassa um valor pré-determinado. J4 o método pH-stat se baseia na
observa¢do de que o pH se eleva quando acaba a fonte de carbono, como resultado do

aumento da concentragdo de ions amodnio excretados pela célula [21,29].

1.8. Produgao do G-CSF na forma de corpos de inclusao

Um problema frequente durante a producdo da G-CSF recombinante ¢ a purificacdo da
molécula soltivel biologicamente ativa [31]. Em muitos casos, os altos niveis de expressdo de
proteinas recombinantes em células de E. coli resultam no acimulo destas proteinas como
agregados insoluveis, conhecidos como corpos de inclusdo [32]. Estes agregados sao
desprovidos de atividade bioldgica, sendo necessario solubilizé-los e fazer sua renaturagdo in
vitro para purificacdo da proteina em sua conformacdo ativa [33]. Porém, geralmente, a
renaturagdo dos corpos de inclusdo requer muitos passos operacionais resultando em um
baixo rendimento de proteina ativa ao final do processo [31,34], inviabilizando seu

escalonamento industrial.

No entanto, a expressdo de proteinas recombinantes na forma de corpos de inclusdo
pode ser favoravel, j4 que estes podem se acumular no citoplasma em altos niveis, muitas
vezes ultrapassando 30% do total de proteinas expressas pela célula. Por ndo possuirem
atividade biologica, facilitam a producdo de proteinas tdxicas para a bactéria e sdo, na maior
parte, protegidos de degradacdo por proteases celulares. Os corpos de inclusdo também sao
faceis de isolar, devido a diferencas no tamanho e densidade quando comparados as proteinas

celulares [34].

As estratégias mais utilizadas para recuperagdo de proteinas ativas a partir de corpos
de inclusdo envolvem o isolamento e lavagem dos mesmos, solubilizacdo das proteinas
agregadas utilizando agentes desnaturantes como, por exemplo, ureia e guanidina, e a

renaturagdo da proteina através da diluicdo do agente desnaturante.
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2. JUSTIFICATIVA

O avango cientifico tem permitido o emprego industrial de microrganismos ou células
modificadas geneticamente, objetivando a producdo de proteinas recombinantes em diversas
areas e, em especial, na saude humana.

Patentes de diversos biofdirmacos vém expirando, possibilitando a producdo de
biossimilares nacionais por meio de técnicas de DNA recombinante, através de experimentos
de superexpressao, purificagdo e escalonamento de proteinas, tendo como consequéncia uma
diminui¢do dos custos do governo com as importagdes dos medicamentos e evitando que seu
preco varie conforme a oscilagdo do mercado internacional [35]. Além disso, politicas
nacionais e o crescimento econOmico tém estimulado a inovagdo e as empresas
biofarmacéuticas em paises emergentes [36].

O biofarmaco filgrastima vem sendo empregado com sucesso durante o tratamento de
pacientes com cancer, com a finalidade de diminuir a incidéncia de infec¢des associadas com
a neutropenia induzida por quimioterapia. Além disso, o G-CSF pode ser utilizado para
reforgar o sistema imunoldgico em pacientes com HIV, pneumonia, infec¢des decorrentes da
diabetes, leucemia e neutropenia febril.

Tendo em vista sua ampla aplicagdo clinica, a produ¢do em larga escala do G-CSF se
faz necessaria para suprir a demanda do mercado nacional. A filgrastima teve sua patente
expirada em 2006, tornando-se alvo das industrias farmacéuticas. Atualmente este
medicamento ndo ¢ produzido no Brasil, sendo importado e acarretando um aumento nos
custos publicos, j4 que o mesmo se encontra no Programa de Medicamentos Excepcionais
[26] do governo. Portanto, a fabricacdao desta proteina, no mercado nacional, provocaria uma
diminui¢do nos gastos do governo com as importagdes desse biofarmaco de origem

bacteriana, além de estimular e contribuir com a pesquisa biofarmacéutica no pais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral estabelecer um protocolo para produgdo

da proteina recombinante filgrastima em biorreator.

3.2. Objetivos Especificos

1. Estabelecer condigdes de expressdo da proteina filgrastima recombinante em shaker

(estufa incubadora rotatdria);

2. Cultivar o clone produtor de G-CSF em biorreator BIOFLO ® 410 (New Brunswick

Scientific Co. Inc);
3. Obter preparacao homogénea da proteina G-CSF;

4. Determinagdo da massa intacta da thG-CSF para confirmacdo da identidade da

proteina;
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4. MANUSCRITO

4.1. Bioreactor production of recombinant human granulocyte colony-
stimulating factor (hG-CSF)

Periédico: Process Biochemistry
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ABSTRACT

The human granulocyte colony stimulating factor (hG-CSF) have been
successfully employed clinically in cases of neutropenia prevention in cancer patients whose
treatment requires high doses of chemotherapy, as in patients with HIV, pneumonia,
infections resulting from diabetes, leukemia and febrile neutropenia. In this work, a protocol
to produce homogeneous rhG-CSF was developed. The recombinant protein was expressed as
inclusion bodies in Escherichia coli C41(DE3) host cells in a fed-batch bioreactor cultivation,
using a linear ascending feeding strategy which provides high plasmid stability, low acetate
accumulation and high levels of protein expression. Solubilization of inclusion bodies was
accomplished by employing 2 M urea and high alkaline pH. The recombinant protein was
purified by one chromatography step, yielding approximately 1.22 mg g”' of homogeneous
recombinant protein (wet weight), corresponding to a volumetric yield of 151.5 mg L of
rthG-CSF. Mass spectrometry analysis confirmed recombinant protein identity. Our work
shows a simple and effective strategy to obtain rhG-CSF protein, contributing and stimulating

for the future production of a national biossimilar.

Keywords: Bioreactor; fed-batch; recombinant protein; G-CSF; Escherichia coli.
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INTRODUCTION

Therapeutic proteins, used in the treatment of various diseases, when generated by
genetic engineering, are called biopharmaceuticals [1]. Patents of several biopharmaceuticals
have expired over the years allowing the production of national biosimilars by recombinant
DNA techniques, thus leading to a reduction in costs with drug importation and preventing
variation on expenses due to price oscillation of the international market [2]. Furthermore,
national policies and economic growth have stimulated growth and innovation of

biopharmaceutical enterprises in emerging markets [3].

Currently, there is no production of Human granulocyte colony stimulating factor (hG-
CSF) or filgrastim, in Brazil, which obligates the government to import this medicine. During
the year of 2011, the Sistema Unico de Saude (SUS) spent the equivalent to US$ 678,881.28
with importation of this product and, up to October 2012, this amount attained US$

564,796.32 [4]

The hG-CSF is one of the major hematopoietic cytokines involved in defense of the
immune system [5], stimulating and regulating the proliferation, survival and differentiation
of neutrophil precursors in the bone marrow [6] and acting in the first line of defense against

infectious agents [5, 7].

As a strategy for neutropenia prevention, thG-CSF is widely employed clinically in
cancer patients, whose treatment requires high doses of chemotherapy, reducing the
hospitalization, antibiotic use, mortality and costs associated with this condition, when used

prophylactically in both adults and children [8, 9]. Moreover, thG-CSF showed ample clinical
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application being used to reinforce the immune system in patients with HIV, pneumonia,

infections resulting from diabetes, leukemia and febrile neutropenia [10—14].

The G-CSF molecule sequence consists in 174 amino acids with a molecular weight of
approximately 18.8 kDa [15]. In its native form, the G-CSF is naturally glycosylated, which
confers resistance to degradation by proteases and can affect the entire structure of the
protein, nevertheless the native form as well as the unglycosylated form has similar biological
activity [16]. Structurally, it is composed of four helices connected by amino acid loops,

which contribute to the molecule three-dimensional structure [17].

The clinically used filgrastim is produced by engineered biological systems, expressed
by molecular cloning in bacterial or mammalian cell cultures. Escherichia coli is the most
widely used microorganism as host for producing heterologous proteins. To date, it is the
well-characterized organism with explored growth conditions, genetic organization and

physiology allowing improved techniques for gene manipulation and cultivation [18].

Since some glycosylated proteins maintain their biological activity even when
expressed by prokaryotic expression systems, it is a good choice for host organism, due to its
simplicity and low cost [19]. Moreover, growing E. coli cells in high-cell-density cultivation
is the method employed for industrial-scale production of recombinant proteins, mainly;
because the system achieves high volumetric productivity by improving microbial biomass

and product formation [20, 21].

A frequently occurring problem in production of recombinant G-CSF is the
purification of a biologically active molecule [22]. In some cases, high-level expression of
recombinant proteins in E. coli results in their accumulation as insoluble aggregates, known as
inclusion bodies (IBs) [23]. These IBs are devoid of biological activity and it is necessary to
solubilized the protein aggregates, refold and purify the protein to its native and active form

[24].
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In a previous study, developed by our group, recombinant hG-CSF was cloned into
pET23a(+), and expressed by E. coli BL21 (DE3) in shaker. The resulting protein showed
similar activity to the international standard, using a simple and economical protocol [25]. In
this work, we sub cloned the gene into pET9a(+) aiming to adapt to international standards,
and focused its expression in E. coli C41(DE3) using bioreactor fed-batch cultivation. The
protein was over-expressed in the form of insoluble inclusion bodies and a solubilization
process was employed. A simple one-step chromatographic purification protocol was

established to ensure homogeneous protein production.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strain and plasmid

The hG-CSF gene, previously synthesized by Vans et al [25], was subcloned into
pET9a(+) expression vector (Novagen) using Ndel and BamHI restriction sites. The
construction (pET9a(+)::G-CSF) was transformed into E. coli C41(DE3) cells (Novagen) by
electroporation. A Master Cell Bank (MCB) was prepared with cells transformed with the

recombinant plasmid stocked in 50% glycerol, at — 80 °C.

Shaker cultivation

The recombinant protein expression was tested in different culture media and
temperatures by shaker cultivation. Samples were harvested and disrupted by sonication to
analyze the expression of rhG-CSF, soluble and insoluble fractions, by 15% SDS-PAGE

stained with Coomassie Brilliant Blue.
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Bioreactor cultivation

The cultivation of recombinant E. coli strains containing the G-CSF gene was done

under optimized conditions for maximum expression.

The pre-inoculum medium was prepared with 500 mL of LB containing 30 ug mL™" of
kanamycin added by 300 pL of Working Cell Bank, previously prepared from the MCB and
stored at -20 °C. The culture was grown overnight in rotatory shaker at 180 rpm, 37°C. This

culture was used to inoculate the bioreactor at ODgpo= 0.1.

The batch and fed-batch culture experiments were conducted in a BIOFLO ® 410
(New Brunswick Scientific Co., Inc) with a stirred tank, filled with 5 L of 4YT culture
medium (32 g L™ tryptone, 10 g L' NaCl, 20g L™ yeast extract), supplemented with 30 pg
mL" of kanamycin, at 37°C, pH 7.2. For pH control, 12% (v/v) ammonium hydroxide and
10% (v/v) phosphoric acid were used. The bioreactor was equipped with one Rushton
impeller and one CD-6 impeller, agitation, aeration, temperature and pH controllers. A
polarographic electrode was used to measure the percentage of dissolved oxygen
concentration (DOC). Culture samples were collected to determine the ODgponm, glucose,
acetic acid and dry cell weight. The DOC, pH, stirrer speed, base and acid consumption, and
aeration rate were measured online and were recorded by an external data acquisition and

control system BioComand Plus version 3.30 (New Brunswick Scientific Co., Inc).

In the batch culture the dissolved oxygen concentration was maintained at 30% by
varying agitation rate (400-1000 rpm) with constant aeration (12 Lpm). Growth profile was
analyzed to determine fed-batch starting point and the process was finished when the biomass

culture reached stationary phase.
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Fed-batch cultivations were started as batch cultures, and the feeding solution (1X
4YT, 300 g L' glucose, 40 mM MgSO4 and 30 pg mL™' kanamycin) was added at 5 hours
(approximately ODggo 5.0). DOC was maintained in cascade with agitation and aeration at 1

vvm.
The linear ascending feeding strategy was used with a profile form of
F=at+b

Where F is the feeding rate (mL min™), ¢ the cultivation time after initiation of the fed-
batch culture (min), @ and b the feeding constants. The b constant was defined as 0.256 mL

min”! and the @ constant was 0.00068 mL min™".

Expression of the rhG-CSF was induced by adding 3 mM of isopropyl-p-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) at 30 h of culture.

Washing of inclusion bodies, solubilization and refolding

The procedure of washing inclusion bodies and solubilization was described in a
previous study by Vans et al. [25]. In brief, the cell paste was resuspended in 50 mM Tris
buffer pH 8.0 at a pellet:buffer ratio of 1:10 (w/v) and disrupted using a TS Series Bench Top
(Constant Systems Ltd) at 30 kpsi. The lysate solution was centrifuged at 48,000 x g for 30
minutes at 4°C and the supernatant was discarded. The pellet containing the inclusion bodies
was subjected to a three-step wash procedure in order to eliminate endotoxins, proteins and
DNA of the host cells, in a 1:40 (w/v) ratio with specifics buffers, at room temperature, and
centrifuged for 30 min at 4 °C between each step. The first buffer used contained 50 mM Tris,
pH 8.0, 5 mM EDTA and 2% Triton X-100. The pellet obtained from previous step was

resuspended in the second buffer (50 mM Tris, pH 8.0, 5 mM EDTA, 1% sodium
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deoxycholate) and in the third wash step, the buffer containing 50 mM Tris buffer, pH 8.0, 5

mM EDTA, and 1 M NaCl was used, proceeding as in the previous wash steps.

The solubilization and denaturation of inclusion bodies was performed using 2 M urea
as solubilization agent and high alkaline pH. The sample was centrifuged at 48,000 x g for 30
minutes at 4°C and the soluble fraction was dialyzed against 50 mM Tris buffer pH 8.0 and

after this, against 25 mM Sodium Acetate pH 4.5 (buffer A).

Purification of rhG-CSF protein

An HPLC Akta System (GE Healthcare) was employed in the purification protocol.
The soluble protein was purified on a cation exchange column, HiPrep SP XL 16/10 (GE
Healthcare), at 4°C, preequilibrated with buffer A and monitoring was carried out by
measuring the UV absorbance at 215, 254, and 280 nm simultaneously. The column was
washed with 5 volumes of buffer A and adsorbed protein elution was performed using a salt

gradient of 0—1 M NacCl in buffer A.

The recombinant hG-CSF eluted with approximately 250 mM of NaCl concentration
at a flow rate of 1 mL min™'. Fractions of the eluted sample were then pooled, dialyzed against

buffer A and stored at -80°C.

Mass spectrometry analysis

Purified rhG-CSF samples were desalted, reconstituted in methanol 50% /formic acid
1% and directly injected into an IonMax electrospray ion source. The electrospray source
parameters were as follows: positive ion mode, 5 kV of applied tension to the electrospray
source, 40 V of capillary tension, 200°C of capillary temperature, and 100 V of tube lens

tension. Full spectra (6002000 m/z range) were collected during 20 min on a Thermo
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Orbitrap Discovery XL (Thermo Electron Corporation, San Jose, CA) in profile mode at a
nominal resolution r=30,000 at m/z 400 using FT automatic gain control target value of
1,000,000 charges. The average of 1000 spectra was processed with the software
MagTran [26] for charge state deconvolution for average molecular mass determination.
Monoisotopic molecular mass determination was obtained with the software Xtract (Thermo

Fisher Scientific Corp.).

Analytical Methods

Samples were periodically collected for quantitative analysis during the cultivation in
bioreactor. The protein expression was analyzed by SDS-PAGE 15% and the gel was stained
with Coomassie Brilliant Blue. Biomass concentration was determined as optical density
(OD) at 600 nm (Ultrospec 3100 pro, GE Healthcare) and converted to dry cell weight using a
standard curve calibration. Plasmid stability of cultures was determined by replica plating
method [27] where the percentage of viable colonies resistant to kanamicyn was calculated.
Glucose concentration in the medium was measured with an YSI glucose analyzer (2700
Select, Yellow Springs Instruments). Acetate concentration was determined by high
performance liquid chromatography (Akta Purifier, GE Healthcare) with an Aminex HPX-
87H column (Bio-Rad Laboratories) at 25°C using 0.005 M H,SO, as the mobile phase at a
flow rate of 0.6 mL min' and monitored by UV detector at 210 nm. All the experiments were

performed in duplicate.

Protein purification was analyzed by 15 % SDS-PAGE and stained with Silver Stain
Kit (Bio-Rad). The protein concentrations were determined by the method of Bradford et al.
[28] using a commercial assay kit with bovine serum albumin standards (Bio-Rad

Laboratories).
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RESULTS AND DISCUSSION

Bioreactor cultivation

EMEA guide for Production and Quality Control of Medicinal Products derived by
recombinant DNA Technology states that it is undesirable, during the production of
therapeutic proteins, to use agents which are known to provoke sensitivity in certain
individuals, such as penicillin or other B-lactam antibiotics [29], therefore the pET9a(+)
vector, which harbors the gene that confers resistance to kanamycin instead ampicillin, was

chosen for expression.

The optimized expression conditions from the shaker cultivations were applied to
bioreactor batch and fed-batch cultures, employing 4YT culture medium, at 37°C, in all

experiments (data not shown).

In batch cultivation, the maximum biomass production was approximately 3 g L™ at 5
h of cultivation, thereafter the culture entered the stationary phase. Therefore, this stage was
selected to start the fed-batch phase, where a linear ascending feeding profile was applied to

enhance the biomass and subsequent production of rhG-CSF protein.

In fed-batch culture, the expression of thG-CSF was induced by addition of IPTG at
3.0 mM final concentration (Figure 1) and the maximum biomass level achieved was

approximately 31 g L™ at 50h of cultivation.

Scale-up strategy consists of a comprehensive and detailed process characterization to
identify stress factors and parameters influencing product yield and quality, which have been

optimized beforehand. In industrial scale, closed-loop feeding controls are very rare, due to
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unviability of use robust on-line measurements of essential process variables. Therefore,
feeding rates have been controlled, preferentially, by off-line measurement of essential state
variables [20, 30]. The feeding strategy used in this work is very simple and does not require a

special type of parameter-adaptive controller.

The plasmid maintenance is an essential prerequisite to obtain high product yields, and
it is usually affected by culture conditions like aeration, pH control, induction time,
temperature [31]. Our results show that plasmid stability remained in 100% of viable cells,

throughout the cultivation.

When E. coli cells are grown anaerobically, in presence of excess of glucose, acetate
accumulation can occur [32, 33]. The maximum acetate concentration obtained in the fed-
batch cultures was lower than 1 g L™, which is much lower than the growth-inhibitory
concentration reported by Lee [18], where values above 5 g L™ at pH 7.0 can reduce biomass

yield and product formation.

Figure 2 shows the time course of biomass production, acetate formation and plasmid

stability of E. coli C41(DE23) cells in bioreactor fed-batch cultivation.

Washing of inclusion bodies, solubilization and refolding

TS Series Bench Top system disrupt cells by forcing them into a small aperture,
provoking high shear forces, leading cells to another chamber with much lower pressure,
causing them to grow in size and finally by hitting a target at high speed, making it an
effective and economical technique for cell extract preparation. After this, washings
procedures were performed, using nonionic detergents such Triton X, EDTA, sodium
deoxycholate and sodium chloride. These detergents were employed to promote the

solubilization of the bacterial cell wall components, remove metal ions and any residual cell
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debris particles (especially lipopolysaccharides that are responsible to the unacceptable levels
of endotoxins in preparations derived from E. coli) and displace nucleic acids or other
contaminants that are non-specifically bound to the G-CSF protein in the inclusion bodies by

1onic interactions.

Generally, refolding of IBs proteins into bioactive forms requires many operational
steps and typically results in very low recovery of refolded protein [22, 34], being unviable at
industrial scale. On the other hand, protein aggregates in the form of inclusion bodies may be
favorable because it represents, in many cases, a highly enriched form of the expressed
protein. To solubilize the inclusion bodies, it is necessary to use denaturing agents in high
concentrations and the denatured proteins are then refolded [35]. Wang et al. [36] studied pH
and urea concentration effects of on the solubilization of thG-CSF inclusion bodies in detail.
Their results showed that pH had very important effect on the solubilization of rhG-CSF
inclusion bodies and low concentration of urea has synergetic function with high pH on the
solubilization. Our protocol employed a low concentration of denaturing agent associated
with high alkaline pH. As anteriorly reported by our group, the use of this procedure was able
to generate a bioactive protein, in an in vivo model where neutropenia was induced in mice by

a single dose of ifosfamine [25].

Purification of rhG-CSF protein

The soluble rhG-CSF protein was purified to homogeneity using a HiPrep 16/10 SP
XL cation exchange column. No contaminants were detected on SDS-PAGE, stained with

Silver Stain Kit (Bio-Rad), from the final step of purification (Figure 3).
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The established purification protocol yielded approximately 122 mg g' of
homogeneous recombinant (wet cell weight), corresponding to a volumetric yield of 151.5 mg

L' of thG-CSF.

Dehaghani et al. [37] have reported a protocol for E. coli batch cultivation production
of 720 mg L' homogeneous rhG-CSF. However, the concentration of urea used by the
authors to solubilize IB is higher compared with our protocol and the chromatographic
column Mono Q employed by them is unviable to be used industrially. Moreover, the E. coli
strain used for protein expression in their work was transformed whit a pET23a plasmid,
which implies use of B-lactam antibiotics, unwelcome during production of therapeutic

proteins [29].

The purification protocol here described represents an efficient and scalable method to
obtain homogeneous rthG-CSF protein, using only one cation exchange chromatography step,
different from other reported studies, where more than one chromatographic step was required
or where a size exclusion chromatography was used, the latter being less suitable at industrial

scale [38—40].

Mass spectrometry analysis

Deconvolution of the data from ESI-MS revealed one major peak of 18,798.7478 Da,
which corresponds to the expected mass for G-CSF subunit with a methionine residue added
in the N-terminal position (18,798.6583 Da), as shown in Figure 4A. The average spectrum of
the 1000 scans used for deconvolution of the mass/charge state is shown in Figure 4B. The

identity of the protein was then confirmed with a difference of 0.0895 Da.
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CONCLUSION

In this work, rhG-CSF was expressed in E. coli, in the form of inclusion bodies, by a
fed-batch cultivation using a linear ascending strategy. The cultivation resulted in high
plasmid stability, low acetate accumulation and high levels of protein expression. The IBs
solubilization in 2 M urea at pH 12 was successfully achieved and the purification protocol
here described, using only one chromatographic column, is simple, economical and efficient
to obtain homogeneous rhG-CSF protein. The results reported represent a promising and
effective strategy to rhG-CSF production, being the first steps to the scale-up and
development of a national biossimilar, reducing government expenses with importation of this

medicine and stimulating biopharmaceuticals research in the country.
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Figure 1 - SDS-PAGE analysis of rhG-CSF bioreactor expression in the form of
insoluble inclusion bodies. Lane 1: molecular marker Protein weight marker (Fermentas);
lanes 2: sample with 28h without induction, lanes 3-9: samples with 32h, 36h, 40h, 44h, 48h,
50h and 52h respectively, after induction with IPTG. The predicted molecular mass of G-
CSF is 18,8 kDa as indicated by the arrow.
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Figure 2 - Biomass, plasmid stability and acetate formation data per cultivation time.
Biomass (m); Acetate formation (#); Plasmid stability (A).
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Figure 3 - SDS-PAGE of rhG-CSF purification stained with silver. Lane 1: molecular
marker Protein weight marker (Fermentas); lane 2: soluble sample after denaturation of IBs
procedure and refolding; lane 3: homogeneous rhG-CSF eluted from HiPrep SP XL 16/10
(GE Healthcare) column. Lanes 2 and 3 contain 4 pg of total protein each. The predicted
molecular mass of rhG-CSF is 18, 8 kDa.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O biofarmaco filgrastima, ou G-CSF, vem sendo empregado com sucesso durante o
tratamento de pacientes com cancer, com a finalidade de diminuir a incidéncia de infec¢des
associadas com a neutropenia induzida por quimioterapia. Além disso, o G-CSF pode ser
utilizado para reforgar o sistema imunolégico em pacientes com HIV, pneumonia, infec¢des
decorrentes da diabetes, leucemia e neutropenia febril. Tendo em vista sua ampla aplicagao
clinica, a producdo em larga escala do G-CSF se faz necessaria para suprir a demanda do
mercado nacional, j& que toda filgrastima utilizada no Brasil ¢ importada. Neste trabalho um
protocolo para a produgdo desta proteina foi desenvolvido, utilizando técnicas de DNA

recombinante.

O gene que codifica para o G-CSF humano foi construido [37] e clonado em vetor de
expressao pET9a(+). A proteina foi expressa em células de E. coli C41(DE3) na forma de
corpos de inclusdo, com aparente massa molecular de 18,8 kDa a 37°C em meio 4YT em
agitador orbital (shaker) conforme descrito no ANEXO I. O vetor pET9a(+) foi escolhido
devido a presenga do gene que confere resisténcia a canamicina ao invés de ampicilina, tendo
em vista que ¢ indesejadvel durante a producdo de proteinas terapéuticas, a utilizagdo de
agentes que possam provocar sensibilidade em certos individuos, como a penicilina ou outros
antibioticos B-lactdmicos [38]. Estas condi¢des, previamente otimizadas em shaker, foram
utilizadas durante os cultivos em biorreator de 2 L (ANEXO II), onde foram testadas
diferentes estratégias de batelada alimentada, com controle feedback (DO-stat e pH-stat) e
sem controle feedback (lineares) visando maior producdo de biomassa e expressdo da
proteina. Além disso, foram analisadas durante todos os cultivos realizados, diferentes
variaveis, dentre elas o tempo de indu¢do e concentragdo de IPTG, consumo de glicose,
formacao de acetato e estabilidade plasmidial, parametros importantes de serem monitorados

e utilizados em um posterior escalonamento.

Os experimentos prévios em biorreator de 2 L nos permitiram obter resultados mais

rapidos, ja que o mesmo possui duas dornas acopladas, além da economia no que diz respeito
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ao seu menor volume de trabalho. Os parametros pré-determinados em biorreatores de 2 L
(estratégia de alimentacdo, tempo de inducdo, concentragdo de IPTG e oxigénio dissolvido)

foram reproduzidos com sucesso em cultivos em biorreator de 5 L.

Os melhores resultados foram alcangados utilizando uma estratégia simples de
alimentacdo linear ascendente, com 5 h de cultivo, que ndo requer nenhum tipo especial de
controlador robusto de parametros adaptativos, o que ¢ preferido para um posterior

escalonamento industrial [29].

A indugdo foi realizada pela adicdo de 3 mM de IPTG ao meio de cultura com 30h de
cultivo, apds testes variando o hordrio e as concentragdes do indutor. A inducdo de genes
localizados no plasmideo com o uso de IPTG pode originar um efeito téxico para as células,
diminuindo sua estabilidade [39]. Provavelmente por esta razdo, induzindo a cultura somente
apos 30h, a expressao da proteina mostrou-se ligeiramente elevada quando analisada em SDS-
PAGE. Além disso, foram alcangados valores de biomassa de 31 g/ L e 100% das células
viaveis testadas continham o plasmideo recombinante até o final do cultivo. A estabilidade
plasmidial ¢ um requisito de extrema importancia para se obter alto rendimento quando se
trabalha com proteinas recombinantes, e pode ser afetado por inimeras condi¢des de cultivo,
tais como aeracdo, pH, indug¢do, temperatura, dentre outras [39]. Este resultado também pode
estar relacionado com o uso de um vetor de expressdo que contém um gene de resisténcia a
canamicina, ja que outros autores descreveram a provavel ligacdo da instabilidade plasmidial
com a rapida degradacdo da ampicilina em culturas de batelada alimentada, onde ha

diminui¢do da pressdo seletiva do meio de cultivo [40].

Outro problema muito comum encontrado em cultivos de alta densidade celular ¢ a
formagdo de acetato. Quando células de E. coli sdo crescidas em condigdes anaerobias, na
presenca de excesso de glicose, o acetato € produzido [41,42]. A maxima producdo de acetato
durante nossos cultivos foi menor que 1 g/ L. J& foi descrito em literatura que valores de
aproximadamente 5 g/ L em pH 7,0 podem reduzir a taxa de crescimento, biomassa e
densidade celular [21]. Sendo assim, em nosso trabalho, a produg¢do de acetato ndo foi

significativa.

A formagdo de agregados de proteinas na forma de corpos de inclusdo, como ¢ o caso
da G-CSF, pode ser favoravel porque representa em muitos casos, uma alta expressdo da
proteina. Para solubilizar estes agregados, ¢ necessario o uso de agentes desnaturantes em
altas concentragdes e estas proteinas devem ser renaturadas para sua conformacdo original

[42]. O protocolo utilizado neste trabalho para solubilizagdo dos corpos de inclusdo ja havia
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sido demonstrado anteriormente pelo nosso grupo [37]. Utilizamos ureia como agente
desnaturante na concentracdo de 2 M e pH alcalino, um método eficiente e econémico que

nos permitiu solubilizar os agregados de proteina com sucesso.

O protocolo de purificagdo estabelecido, utilizando apenas uma coluna
cromatografica, rendeu aproximadamente 1,22 mg de proteina homogénea por grama de
célula imida, o que corresponde a uma produtividade volumétrica de 151,5 mg de rhG-CSF
por litro de meio de cultura. O protocolo de purificacdo aqui descrito ndo requer multiplos
passos de cromatografia e representa um método eficiente e escalonavel para obter a proteina
thG-CSF homogénea, utilizando apenas uma coluna catidnica. Apos isto, a identidade da

proteina homogénea foi confirmada por anélise em espectrometria de massa.

Amostras da rhG-CSF homogénea foram enviadas ao Centro de Desenvolvimento de
Testes e Ensaios Farmacéuticos (CTEFAR) situado no Centro de Ciéncias da Saude do
Departamento de Farmacia Industrial da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
credenciado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sob coordenagdo do
professor Dr. Sérgio Dalmora para realizacio dos ensaios biofisicos por RP-HPLC
(cromatografia liquida de fase reversa) e SEC-HPLC (cromatografia por exclusdo de
tamanho) e ainda analises para determinacdo e comparagdo da atividade biologica em
roedores.

Os resultados apresentados neste trabalho, demonstram uma estratégia promissora e
efetiva para posterior escalonamento e producdo de rhG-CSF industrialmente, de forma
simples e econémica. E importante ressaltar que estes sdo os primeiros passos para o
desenvolvimento de uma filgrastima nacional, reduzindo os gastos do governo com as

importagdes deste biofarmaco e estimulando a pesquisa com biossimilares no pais.
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7. ANEXOS

7.1. ANEXO A

Testes de expressao da proteina rh-GCSF clonada no vetor pET9a(+)

A otimiza¢do da producdo de uma proteina recombinante passa por algumas etapas
antes dos testes em biorreator. E importante que alguns pardmetros como a escolha do
microrganismo, temperatura e meio de cultivo tenham sido estudados e determinados
previamente em shaker, economizando tempo devido ao maior nimero de experimentos que
pode ser realizado ao mesmo tempo nesse tipo de equipamento. A superexpressao da proteina
G-CSF recombinante humana foi comparada em diferentes cepas de E. coli, como C41(DE3),
BL21(DE3) NH, BL21(DE3) Star, Rosetta gami 2(DE3) e C43(DE3). Estas cepas foram
transformadas por eletroporagdo, com o plasmideo recombinante pET9a(+) contendo o gene
que codifica a proteina G-CSF, previamente sintetizado por Vans e colaboradores[37] e
incubadas em shaker, sob agitacdo constante de 180 rpm, com e sem indu¢do por IPTG.
Muitas das condigdes testadas ndo apresentaram expressdo da proteina alvo, e por isso foi
necessario testar diferentes meios de cultura (LB, TB, M9 e 4YT) e temperaturas (30 e 37°C).
As melhores condi¢des de expressdo da proteina rhG-CSF, foram observadas quando utilizada
a cepa C41(DE3) em meio 4YT, apds inducdao por IPTG, a temperatura de 37°C. Estas

condi¢des foram utilizadas durante todos os experimentos em biorreator.
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7.2. ANEXO B
Experimentos em biorreator de 2L (BIOSTAT® B Plus, Sartorius Stedim

Biotech)

Ap6s escolhida a cepa a ser utilizada, assim como a temperatura ¢ o meio de cultivo,
durante testes de superexpressdo da proteina em shaker, partimos para otimizag¢do das
condi¢des de crescimento da bactéria em biorreator de 2 L. Este biorreator possui duas dornas
acopladas, o que nos permitiu acelerar os experimentos, ja que eram realizados dois cultivos
simultaneamente, € economizar materiais de consumo, por seu menor volume de trabalho

comparado com o biorreator com dorna de 10 L.

Todos os cultivos foram realizados a partir de um MCB, que continha a linhagem
recombinante estocada em meio LB na propor¢ao de 50% de glicerol, a temperatura de -80°C.
Este estoque foi previamente testado quanto a viabilidade de suas células (1,7 x 10"
células/mL). A partir do WCB foi crescido um pré-inéculo para iniciar os cultivos no
biorreator de 2 L (BIOSTAT® B Plus, Sartorius Stedim Biotech,), na ODgppnm inicial = 0,1 em

meio 4YT com canamicina.

O biorreator possui controle automatico de temperatura, agitacdo, aeragdo ¢ pH. O
oxigénio dissolvido do cultivo pode ser medido diretamente com o auxilio de um eletrodo
polarografico. Além disso, o biorreator possui trés bombas peristéalticas acopladas na unidade
de controle para adicdo de acido e alcali, sendo que o uso da outra bomba fica a critério do
operador e, no nosso caso, foram conectadas as alimentacdes dos cultivos, durante bateladas

alimentadas.

Durante o curso dos cultivos, a taxa de aeracdo foi mantida em 1 vvm. O pH do meio
foi mantido em 7,2 automaticamente pela adi¢do de H3;PO4 ou NH4OH. A temperatura foi

mantida a 37°C por meio de uma jaqueta de circulacio de dgua na dorna, controlada
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automaticamente. A taxa de oxigénio dissolvido foi variada, durante os experimentos, em

10, 20 e 30% do ar saturado, por ajuste automatico da velocidade de agitagdo.

Primeiramente foram realizadas bateladas ndo alimentadas para determinar o momento
em que iniciariamos a alimenta¢do do cultivo. Nas bateladas alimentadas, estratégias de
alimentacdo com controle indireto de feedback foram testadas, como DO-Stat e pH-Stat,
assim como alimentag¢des sem controle feedback: 2 estratégias com aumento linear da vazao
(atingindo ao final do cultivo 3 e 5% da capacidade da bomba de alimenta¢do). A solucao de
alimentacdo utilizada ¢ composta de uma mistura do meio 4YT com 300 g/ L de glicose e

MgSO4 1 mM.

Uma vez determinada a melhor estratégia de alimentacao, diferentes concentragdes de
IPTG foram testadas durante os cultivos (1, 3 ¢ 5 mM), e ainda diferentes horarios de indugao

(12, 18 e 30h), visando melhorar a expressdo da proteina.

Amostras foram coletadas em todos os experimentos para posterior andlise da
expressdo da proteina por SDS-PAGE e quantificagdo de glicose no meio de cultivo. Além
disso, a ODgoonm foi medida em duplicata, a cada coleta, para acompanhamento do
crescimento dos microrganismos € a biomassa foi calculada assim como a velocidade

especifica de crescimento celular.

Foram escolhidas a estratégia de alimentagdo linear ascendente (utilizando 5% da
capacidade da bomba) e uma taxa de oxigénio dissolvido em 30%, estratégias que nos
permitiram obter uma maior densidade celular (Tabela B1). Apos isto, foram testadas as
diferentes concentra¢des de IPTG na indugdo dos cultivos. Optamos por usar a concentragao
de 3 mM, que mostrou uma melhor expressdo da proteina quando comparada com os
experimentos induzidos com 1 e 5 mM. Em seguida, testamos diferentes tempos para que

ocorresse a indugdo, procurando manter os niveis de biomassa e otimizando a expressdo da
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proteina (Tabela B2). Foi verificado que a indugdo com 30 h de cultivo apresentou

melhores resultados.



Tabela B1. Diferentes estratégias de alimentagao e concentragées de

oxigénio dissolvido testadas.

Estratégia IPTG' (h) DOC (%) Biomassa(g/L) p(h')? Expressio
Batelada ndo alimentada nao 30 3,1464 1,2927 nao
DO-Stat (agit. 800 rpm) nao 10 8,3958 0,8506 nao
DO-Stat (agit. 800 rpm) 12 20 8,5857 0,8243 ndo
DO-Stat (agit. 400 rpm) 12 10 4,9875 0,8733 sim
DO-Stat (agit. 600 rpm) 12 30 10,005 0,86455 sim
DO-Stat (agit. 800 rpm) nao 30 17,1114 0,7991 nao
DO-Stat (agit. 800 rpm) 12 30 14,5327 0,9779 sim

pH- Stat nao 30 12,6336 0,8783 ndo

Linear 5% 12 10 19,7301 0,889 sim

Linear 5% 12 30 30,5847 0,939 sim

Linear 5% nao 30 25,6071 0,9542 nao

Linear 3% nao 30 18,3308 0,8929 nao

Linear 3% 12 30 22,5887 0,7982 sim

'~ Indugdo com IPTG 1 mM

2 - Velocidade especifica de crescimento celular

57
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Tabela B2. Diferentes horarios de indugcao e concentragoes de IPTG testadas.

Tempo® (h) [IPTG]2 Biomassa (g/L) p (h-1)* Expressao

12 3mM 22,4487 0,7672 sim
12 5mM 24,7076 0,7079 sim
18 3mM 25,6851 0,7602 sim
30 3mM 31,5842 0,933 sim

= Tempo de cultivo em que foi realizada a indugdo com IPTG

%_ Concentragdes de IPTG utilizadas

3 - Velocidade especifica de crescimento celular
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