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Resumo

Resumo

A producdo comercial de biofarmacos tem vindo a crescer desde a década de 70, altura
em que a industria biotecnolégica se comegou a aperfeicoar exponencialmente.
Atualmente, o mercado de producdao de proteinas recombinantes atingiu valores
multimilionarios. Para a induastria biotecnoldgica, o objetivo € obter processos
competitivos: altamente produtivos, para além de eficientes. Nas tultimas décadas,
muitos estudos tém sido realizados no sentido de melhorar os processos de produgdo de
proteinas heterdlogas ndo s6 explorando novas tecnologias mas também novos
hospedeiros.

A levedura Pichia pastoris (P. pastoris) ¢ considerada um hospedeiro com carateristicas
especificas, que tornam o seu sistema de expressdo uma ferramenta muito utilizada na
producdo de biofarmacos em varias areas da satde.

Os avangos no desenvolvimento de novas linhagens, vetores, aperfeicoamento de
técnicas bem como a melhor compreensdao da biologia das espécies P. pastoris
aumentaram o valor comercial desta levedura na industria biotecnolégica.

O objetivo desta monografia foi explorar os mecanismos de expressdao da levedura P.
pastoris, bem como analisar evidéncia cientifica sobre novos avangos nesta area de
constante desenvolvimento.

Por outro lado, esta monografia teve como segundo objetivo pesquisar novas referéncias
de investiga¢do que adotaram o sistema de expressao da P. pastoris para a producao de
proteinas para aplicacao na industria farmacé€utica em areas de investigacdo associadas a

diabetes, a alergia, ao cancro, ao papiloma virus humano e a aterosclerose.

Palavras-chave: Pichia pastoris, proteinas recombinantes heterdlogas, biofarmacos,

industria biotecnolégica
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Abstract

The commercial production of biopharmaceuticals has been growing since the 70s,
when the biotechnology industry market share began to improve exponentially.
Nowadays, the recombinant protein production market reached multibillion-dollar
values, seeking competitive production processes.

For the biotechnology industry the goal is to get highly productive and efficient
processes, and in recent decades many studies have been conducted to improve the
heterologous protein production processes not only exploring new technology but also
new hosts.

The yeast P. pastoris is considered a host with specific features that make its expression
system a highly used tool in the production of biopharmaceuticals in several areas of
health.

The advances in the development of new strains, vectors, improved techniques and
better understanding of the biology of P. pastoris species increased the commercial
value of this yeast in the biotechnology industry.

The intent of this monograph was to explore the mechanisms of expression of the yeast
P. pastoris, as well as to analyze scientific evidence about new advances in this area of
constant development.

Moreover, this monograph second intent was to explore new research results that have
adopted the expression system of P. pastoris in the production of proteins for use in the
pharmaceutical industry. Some of the research areas discussed in this monograph were

diabetes, allergy, cancer, human papilloma virus and atherosclerosis.

Keywords: Pichia pastoris, heterologous recombinant protein, biopharmaceuticals,

biotechonology
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1. Introducio

A insulina recombinante para tratamento da Diabetes foi o primeiro biofirmaco aprovado
para uso clinico pela Food and Drug Administration (FDA), no inicio dos anos 1980 (Ferrer-
Miralles, Domingo-Espin, Corchero, Vazquez & Villaverde, 2009).

Desde a aprovagdo deste biofarmaco obtido a partir da bactéria Escherichia coli (E. coli), ja
foram aprovados mais de 230 biofarmacos, que sdo utilizados na prevencao e tratamento de
varias doencas, abrangendo desde doengas infeciosas, desordens inflamatorias, doencgas
metabdlicas e cancros (Jiang et al., 2014).

O termo “biofarmaco” refere-se nao so a proteinas recombinantes terapéuticas como também
a produtos a derivados de acidos nucleicos (Vogl, Hartner & Glieder, 2013). Existem
atualmente, como exemplos de biofdrmacos de origem proteica utilizados na industria
farmacéutica, as vacinas, os interferoes, hormonas como a insulina, hormona de crescimento
(hGh), a eritropoetina (EPO) e os anticorpos, nomeadamente fragmentos de anticorpos, Fabs
(fragmento de ligagdo ao antigénio), scFvs (fragmento variavel de cadeia inica) e nanocorpos.
Os anticorpos representam a maior percentagem de biofarmacos aprovados (Vogl et al.,
2013).

Um dos primeiros biofarmacos aprovados pela FDA, produzidos pela levedura P. pastoris, foi
o Ecallantide, uma proteina recombinante, inibidora da calicreina, utilizada para tratamento
de crises agudas de angioedema hereditario (Lunn & Banta, 2011). A calicreina ¢ uma
glicoproteina, que faz parte da familia das proteases serinicas presentes nos tecidos e nos
fluidos corporais dos mamiferos. As calicreinas plasmaticas atuam ao nivel da cascata da
coagulacdo sanguinea e na fibrindlise. Apesar da sua importancia as calicreinas apenas estdo

presentes nos 6rgaos e fluidos biologicos em baixas concentragdes (Raspi, 1996).
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2. Organizac¢io Genética e fisiologia da levedura P. pastoris

O genoma da levedura P. pastoris, tem o tamanho de 9,43 milhdes de pares de base
(Mbp), organizado em quatro cromossomas. O crescimento ¢ feito por via respiratoria, a
via preferencial desta levedura (Fickers, 2014).

Recentemente reclassificada como Komagataella pastoris, cujo aspeto ao microscopio €

o apresentado na Figura 1 (Ahmad, Hirz, Pichler & Schwab, 2014).

Figura 1 - Levedura P. pastoris (http://www.diark.org).

A P. pastoris ¢ classificada como uma levedura metilotrofica, que consegue crescer em
meios em que o metanol ¢ a Unica fonte de carbono e energia. Esta levedura foi
descoberta pela companhia petrolifera Phillips, sendo depois utilizada na conversao de
metanol em proteina celular. Esta companhia desenvolveu processos de melhoramento
da levedura para a tornar mais eficiente na produ¢do em biomassa a partir do metanol.
Contudo, com a crise do petroleo em 1970, o processo tornou-se demasiado dispendioso
devido ao elevado custo do metanol (Serrano-Rivero, Marrero-Dominguez & Fando-
Calzada, 2015).

No final do ano de 1980, a companhia petrolifera Phillips e o Instituto de Biotecnologia
dos Estados Unidos da América (EUA), desenvolveram um conjunto de novas
ferramentas para a producdo de proteinas heterdlogas através da P. pastoris,
nomeadamente vetores de expressdo, métodos de transformagdo genética, marcadores
de selecdo e bioprocessos, com o intuito de explorar o potencial produtivo desta
levedura (Serrano-Rivero et al., 2015). Foi possivel desenvolver meios e métodos de
crescimento da levedura da P. pastoris em meios de cultura continuos em larga escala,
tendo o metanol como sua fonte de carbono (Cregg, Barringer, Hessler & Maddenet,

1985).


http://www.diark.org/
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Até a data do artigo, Serrano-Rivero et al. (2015), os autores referem que mais de mil
proteinas heter6logas foram clonadas e expressas através da P. pastoris, nomeadamente,
fragmentos de anticorpos, percursores da insulina, fatores de necrose tumoral, antigénio
do citomegalovirus pp55 e enzimas liticas.

O processo metabdlico da P. pastoris envolve um conjunto de enzimas especificas e os
passos iniciais deste processo ocorrem nos peroxissomas onde o metanol é convertido
em formaldeido por duas enzimas 4lcool desidrogenases. O formaldeido ¢
posteriormente convertido em dihidroxiacetona e gliceraldeido-3-fosfato por uma
dihidroxiacetona sintase. Dentro do peroxissoma, o peroxido de oxigénio obtido nos
primeiros passos da oxida¢cdo do metanol, é convertido por uma catdlase, em oxigénio e
agua. Os passos seguintes da assimilagdo do metanol ocorrem no citosol (Fickers,
2014).

Para a producdo e transformacao proteica a P. pastoris dispde de trés tipos de linhagens
hospedeiras, que diferem ao nivel da sua capacidade de metabolizar o metanol. Existe o
fenétipo Mut” (linhagem selvagem), Mut® (utilizagdo de metanol lenta, resultante da
delecdo da alcool oxidase 1 (AOXT1)), e a Mut™ (utilizagdo de metanol baixa, resultante
da delecio de AOX1-AOX2 (alcool oxidase 2)). O fenotipo Mut™ é frequentemente
usado na produgdo de proteinas recombinantes, apesar do fenotipo Mut® ser também
utilizado em alguns casos (Fickers, 2014). Os genes AOXI1 e AOX2 sdao genes
codificantes das enzimas alcool oxidase 1 e 2 respetivamente (Vanz et al., 2013) e no
caso da enzima codificada pelo gene AOX1, esta apresenta cerca de 90% de atividade
celular da enzima alcool oxidase na célula e mais de 30% do total de proteinas soliveis
(Cos, Ramon, Montesinos & Valero, 2006).

O promotor do gene AOX1 (pAOX1) pode ser facilmente reprimido quando a levedura
P. pastoris é produzida em presenga de glicerol, glucose ou etanol e fortemente

induzida na presenca do  metanol (Serrano-Rivero et al, 2015).
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3. Sistemas de expressao utilizados na producio de biofarmacos

Na escolha de um processo de producdo eficaz e produtivo de um biofarmaco ¢
necessario que seja selecionado um organismo hospedeiro adequado para o tipo de
biofairmaco que se procura obter (Weinacker, 2013).

Atualmente a producdo de biofarmacos pode ser feita a partir dos sistemas hospedeiros
de expressdo proteica, em células eucariotas, leveduras ou bactérias. O recurso a
sistemas bacterianos tem a vantagem de serem sistemas de expressdo mais rapidos e
robustos em biorreatores de culturas simples, enquanto as células dos mamiferos
assemelham-se mais as células humanas no que respeita as modificagoes pos-
traducionais em eucariotas tipicas, como por exemplo a glicosilacao (Vogl et al., 2013).
O processo de glicosilagdo € necessario para assegurar a funcdo e atividade proteica in
vivo, influenciando a sua estabilidade e solubilidade, conferindo lhes a capacidade de
direcionamento e reconhecimento celular e imunogenicidade (Weinacker, 2013).

Os sistemas de expressao das células dos mamiferos para além de serem sistemas mais
lentos, requerem meios de cultura complexos e sdo suscetiveis a contaminagdo por
virus.

A utilizacao de leveduras permite ter por um lado um crescimento robusto em meios de
cultura simples (em biorreatores de grande escala) com modificacdes genéticas
facilmente possiveis de realizar e com a introdugdo de modificagdes pds-traducionais

desejaveis (Vogl et al., 2013).
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4. Sistema de expressao da levedura P. pastoris

4.1. Principais vantagens da utilizacdo do sistema de expressao da P. pastoris
A levedura P. pastoris, tem sido utilizada com sucesso na produ¢do de varias proteinas
recombinantes heterdlogas, tal como ¢ possivel ver na Tabela 1 (Weinacker et al.,

2013).

Tabela 1 - Exemplos de proteinas heterologas expressas pela P. pastoris. Adaptado de (Serrano-Rivero et
al., 2015).

Proteinas heterdlogas gL}
Fragmento ¢ da toxina tetanica 12,0
Factor de necrose tumoral 8,0
Interleucina humana 2 4,0
Albumina sérica humana 4.0
Invertase 2,5
Inibidor de proteases kunitz 1,0
Analogo da apoproteina 0,8
Lisozima humana 0,7
Factor de crescimento epidérmico murino 0,45
Antigénio de superficie do virus de hepatite b 0,3

Este sucesso deve-se as diferentes vantagens da utilizagdao desta levedura como sistema
de expressdo proteica, como a sua capacidade de secretar proteinas devidamente
enroladas, processadas pds-traducionalmente, ou seja, proteinas recombinantes ativas,
diretamente para o meio de cultura (Ahmad et al., 2014).

Em Ahmad et al. (2014), os autores sugerem que “Segundo a regra do polegar, as
proteinas secretadas nos seus hospedeiros nativos serdo também secretadas na P.
pastoris” (p.5305).

Outra das grandes vantagens da utilizacdo desta levedura € esta possuir um promotor
muito bem regulado, o pAOX1, que facilita a manipulagdo genética e por outro lado,
por apresentar um metabolismo preferencialmente respiratorio, permitindo obter-se
elevadas densidades celulares em biorreatores sem perda de crescimento devido a

produtos metabdlicos toxicos, como por exemplo o etanol. Outra vantagem na utilizagdo
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desta levedura em comparagdo com outros sistemas de expressdo, eucariota ou
procariota, ¢ esta apresentar uma rapida taxa de crescimento e elevados niveis de
produtividade na maioria dos meios de cultura sem proteinas, compostos apenas por
uma fonte de carbono (glucose, glicerol ou metanol), biotina, sais ¢ agua (Serrano-
Rivero et al., 2015).

A P. pastoris tem também vantagem de ser capaz de eliminar de endotoxinas e de ndo
ser suscetivel de contaminagdo por bacteriofagos bem como auséncia de patogenicidade
humana no espectro de virus com ciclo litico que atuam nesta levedura (Weinacker et
al., 2013).

Os péptidos sinal mais utilizados para a secrecao de proteinas heterdlogas a partir da P.
pastoris para o meio de cultura, derivam do fator a-MF de Saccharomyces cerevisiae (8.
cerevisiae), sinal de secre¢dao da fosfatase acida (PHO1) da P. pastoris ou da sacarose
invertase da S. cerevisiae (SUC2) (Ahmad et al., 2014).

A P. pastoris consegue secretar elevadas quantidades de proteinas heterdgenas para o
meio de cultura e visto secretar apenas pequenas quantidades de proteinas enddgenas,
ou seja, ndo recombinantes, a secrecdo torna-se um método eficaz de separagdo
(purificacdo) de proteinas recombinantes bem como de outros materiais celulares
(Fickers, 2014) (Serrano-Rivero et al., 2015).

O sinal de secrecao a-MF de S. cerevisiae ¢ responsavel pelo direcionamento proteico
na via secretoria da P. pastoris € ¢ composto por uma pré-regido € uma pro-regiao,
sendo a primeira regido responsavel pelo direcionamento de proteinas pos-traducionais
para o RE e consequentemente pela clivagem da peptidase sinal. Por sua vez a pro-
regido promove a transferéncia da proteina do RE para o complexo de golgi ¢ a
posterior clivagem da sequéncia sinal pelo produto do gene KEX2. O ultimo passo ¢ a
clivagem das repetigdes glutamato e alanina (EA) pelo produto do gene STE13.
Contudo um dos maiores problemas associados a utilizagao do sinal de secre¢ao a-MF
de S. cerevisiae ¢ a nao homogeneidade dos N-terminais das proteinas recombinantes no
processamento incompleto da STE13. Ao desenvolver construgdes sem as repeticdes
EA ¢ possivel aumentar a homogeneidade nos N-terminais das proteinas recombinantes
porém esta remog¢do pode afetar a producdo proteica (Ahmad et al., 2014)

Com os novos desenvolvimentos em biologia sintética surgiram novas ferramentas
disponiveis na engenharia genética classica (Liang, Luo & Zhao, 2012) e de novos

sistemas de expressdo (Lynch & Gill, 2012), surgindo novas oportunidades na producdo
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de biofarmacos pela levedura P. pastoris, tal como € possivel ver na Figura 2 (Vogl et

al., 2013).

Biologia Sintética

Biofarmacos

Glicoengenharia

Figura 2. Desenvolvimentos recentes em biologia sintética que melhoraram a qualidade dos produtos

biofarmacéuticos na P. pastoris. Adaptado de (Vogl et al., 2013).
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4.2. Promotores de expressao da P. pastoris
Apesar de vantajosa, a expressdo de proteinas heterdlogas sob controlo do promotor
pAOXI apresenta alguns inconvenientes tais como (Fickers, 2014):
a) o metanol ¢ um produto altamente inflamavel e torna-se perigoso em grandes
quantidades;
b) ndo ¢ possivel obter, através destas proteinas, produtos alimentares ou
suplementos alimentares visto o metanol ser um derivado do petrdleo;
¢) a monitorizagcdo da concentracao de metanol durante o processo € dificil e pouco
viavel;
d) aacumulagdo de metanol no meio de cultura pode afetar a viabilidade celular e
consequentemente a producao de proteinas heterdlogas.
Por conseguinte, tém surgido novos promotores alternativos ao uso do pAOX1 (Tabela
2), nomeadamente o promotor da enzima formaldeido desidrogenase dependente de
glutationa (pFDH) (Tabela 2), que pode ser induzido por metanol ou por metilamina.
(Fickers, 2014) Para a expressao de niveis elevados de proteinas heterdlogas, em
presenca de baixas concentragdes de glucose ou de etanol, o promotor do gene ICL1
(pICL1) (Tabela 2) responsavel pela codificagdo da enzima isocitrato liase 1 surge como
uma boa alternativa (Prielhofer et al., 2013).
Outro exemplo de promotor alternativo ao uso de pAOX1 em presenga de metanol ¢ o
promotor do gene da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (pGAP) (Tabela 2).
Este promotor atua em presenca de glucose e permite a obtengao de niveis de expressao
semelhantes a0 pAOX1 em presenca de metanol (Ahmad et al., 2014) (Gmeiner et al.,
2015) (Sears, O’Connor, Rossanese & Glick, 1998).
O promotor pGAP ¢ um promotor constitutivo, que permite omitir a utilizagdo de
indutores no processo e garante a transcricao continua da transcri¢gdo. Outro exemplo de
um forte promotor constitutivo ¢ o pGCW14, quando em presenca de glicerol como
fonte de carbono, descrito inclusive como um promotor superior ao pGAP e ao TEFI
(Tabela 2), aferido na expressdo secretoria de EGFP (Enhanced Green Fluorescent
Protein) (Ahmad et al., 2014).
No estudo de ADN microarray realizado por Prielhofer et al. (2013), foram
identificados promotores cuja expressdo ¢ reprimida em presenga de glicerol mas
induzidos em meios de cultura limitados em glucose. Os promotores mais proeminentes
descobertos neste estudo foi o promotor HGT1 controlador da expressio de um

transportador de glucose de alta afinidade e um promotor aldeido desidrogenase
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\

putativo. Relativamente a expressdo de EGFP, o promotor aldeido desidrogenase

putativo apresentou niveis superiores de expressao em cerca de 230% no rendimento em

comparacgdo com a expressao a partir de do pGAP (Ahmad et al., 2014).

Tabela 2 — Exemplos de promotores alternativos ao pAOX1 na P. pastoris. Adaptado de (Gongalves et
al., 2013) (Ahmad et al., 2014).

Promotor  Indutor/ Constitutivo Regulagao
pGAP Constitutivo Expressao na presenca de glucose e em baixa extensdo na
presenca de metanol e glicerol

pYPT1 Constitutivo Expressao na presenga carbono, glucose, metanol ou manitol

pTEF1 Constitutivo Expressao na presenca glicerol e glucose

pGCW14 Constitutivo Expressao na presenca de glucose, glicerol e metanol

pFDH Indutivo Expressao na presenca de metanol ou de metilamina

pDAS Indutivo Expressdo na presenca de metanol

pICL1 Indutivo Expressao na auséncia de glucose e na adigdo de etanol

pPEX8 Indutor Expressao do gene PER3 que participa na biogénese de

peroxissomas; € expresso na presenca de glucose em niveis
significativamente baixos

pADHI1 Indutivo Expressao reprimida na presenca de glucose e metanol e
induzida na presenca de glicerol e etanol

ENOI1 Indutivo Expressao reprimida na presenca de glucose, metanol e
etanol e induzida na presenca de glicerol

GUT1 Indutivo Expressdo reprimida em presenga metanol e induzida na

presenca de glucose, glicerol e etanol
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4.3. Modifica¢oes pos-traducionais

Se compararmos as leveduras P. pastoris € S. cerevisiae, a primeira consegue obter
niveis de producdo de proteinas heterdlogas, 10 a 100 vezes superiores a segunda. A
manipulagdo genética da P. pastoris ¢ muito parecida com a da S. cerevisiae, ¢ a sua via
de sintese proteica apresenta modificagdes pos-traducionais semelhantes as células de
organismos superiores, constituindo mais uma vantagem para a sua utilizagdo (Serrano-
Rivero et al., 2015).

Na Tabela 3 faz se uma comparagdo entre cinco sistemas diferentes de expressdao

proteica:

Tabela 3 — Andlise comparativa de carateristicas de cinco sistemas diferentes de expressdo proteica.

Adaptado de (Gongalves et al., 2013).

Carateristicas P. pastoris S. cerevisiae E. coli B. bacillus
Produtividade proteica A= + + +
Secrecao ++ + - ++
Glicosilagdo + ++ -

As modificagdes pos-traducionais na P. pastoris sao diversificadas, e podem ser desde
(Weinacker et al., 2013):

a) Ligacdes polipeptidicas;

b) Glicosilagao;

c) Metilagao;

d) Acilagao;

e) Ajustamento proteolitico;

f) Direcionamento subcelular.
A glicosilacdo proteica ¢ uma modificacdo pds-traducional tipica das células eucariotas
necessaria para a producdo de proteinas heterdlogas (Gongalves et al., 2013). Estima-se
que cerca de 50% a 70% das proteinas humanas sofrem glicosilagado.
Existem dois tipos de glicosilagdo que podem ocorrer, a N-glicosilagio e a O-
glicosilagdo. O primeiro tipo de glicosilacdo referido ocorre quando a uma ligacdo
covalente entre o grupo NH> do oligossacarido, N-acetilglicosamina, a um residuo de
asparagina. Os residuos de asparagina contém uma sequéncia especifica de 3 residuos

aminoacidos, Asn-X-Thr/Ser, em que X ndo pode ser a prolina nem o acido aspartico,
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visto serem 0s Unicos que conseguem interagir com a enzima oligossacaril-transferase.
Quando se trata da O-glicosilacdo, esta ocorre quando o grupo OH do oligossacarido,
N-acetilgalactosamina se liga a residuos de serina ou de treonina.

No caso das leveduras, estas conseguem realizar tanto a N-glicosilagio como a O-
glicosilagdo, tal como as células eucariotas, contudo os padrdes finais da glicosilagdo
sdo diferentes (Dai et al., 2015).

Relativamente a O-glicosilagdo na P. pastoris, este processo resulta em cadeias de
oligossacaridos longas que se ligam as proteinas secretadas contrariamente ao que
acontece nas células eucariotas, em que as proteinas sdo compostas principalmente por
acido sialico, galactose e N-acetilglucosamina (Romanos, 1995).

Em relagdo a N-glicosilagdo, esta ocorre no reticulo endoplasmatico (RE) tal como nas
células eucariotas, terminando de forma diferente, no complexo de golgi no caso das
leveduras. Os produtos finais obtidos da glicosilagdo proteica, nas leveduras ¢ uma
forma altamente imunogénica de um residuo de manose, hipermanosilado, que pode
desencadear nos seres humanos, reagoes alérgicas se permanecer no sangue humano, ou
conduzir a perda de atividade biologica ou de fungdes efetoras (Gongalves et al., 2013).
A P. pastoris consegue realizar N-glicosilacdo e O-glicosilagdo, contudo esta ultima ¢
praticamente inexistente nesta levedura (Dai et al., 2015).

A grande vantagem da P. pastoris ¢ que no processo de N-glicosilagdo consegue-se
obter glicoproteinas mais semelhantes com as produzidas pelas células humanas, ao
apresentarem cadeias mais curtas de oligossacaridos € menos imunogénicas, ligados as
proteinas (Gongalves et al., 2013). As cadeias de oligossacaridos sintetizadas sdo
cadeias de baixo grau de polimerizacdo e sem ligagdes glicosidicas terminais a-1,3

manose (Serrano-Rivero et al., 2015).
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4.4. Estudos de aperfeicoamento das carateristicas de expressio proteica na P.
pastoris

Com o objetivo de diminuir o risco de reagdes imunologicas contra as glicoproteinas
produzidas por leveduras nativas, foram realizados estudos com o objetivo de
desenvolver linhagens que apresentassem padrdes de glicosilagdo semelhantes as
produzidas pelas células eucariotas (Gongalves et al., 2013).

Os sistemas de vetores padrio utilizados para a expressdo intracelular e secretoria,
fornecidos por exemplo, pela Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA), recorrem a
promotores como o pGAP e a promotores indutiveis como pAOX1 e pFDH (Ahmad et
al., 2014).

No caso do kit de expressao PichiaPink ™, este ¢ considerado uma alternativa para a
expressao intracelular ou para a expressao secretoria que permite selecionar de forma
facil a integracdo de multiclones por diferenca de coloragdo com base nas linhagens
obtidas (Ahmad et al., 2014).

Os estudos recorreram a modificagdo genética da via enzimatica da N-glicosilacao da P.
pastoris, por exemplo, através dos sistemas GlicoSwitch (Tabela 4) e GlicoFi, que
permitiram a inativacdo da expressdo de genes associados a hipermanosilacao das
cadeias de oligossacaridos das leveduras, nomeadamente ao nivel do gene OCHI1, que
codifica para enzima especifica de inicializagdo da elongacdo, a alpha-1,6-

manosiltransferase (Gongalves et al., 2013).

Tabela 4 — Composicdo e aplicagdes de glicoformas major expressas por linhagens recombinadas de P.

pastoris através de sistema GlicoSwitch. Adaptado de (http://www.pichia.com/glycoswitch/).

Linhagem Composi¢io Aplicacdes
Man5GLcNAc2
Possivelmente util para antigénios de
M5 o
bk S vacinas
=
GLcNAcMan5GLeNAc2 (ou M5 + IGN)
Possivelmente util para antigénios de
M5GN on
mme, o vacinas, citoquinas e anticorpos
o
GalGLcNAcMan5GLeNAc2 (ou M5GN
+ galactose) Possivelmente ttil para antigénios de
MS5GNGal ) o )
eEo vacinas, citoquinas e anticorpos
nme
o
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Residuos 2 GN, residuos 3 manose +
IGN Possivelmente ttil para citoquinas, fatores
M3GN . .
- de crescimento e anticorpos
e
o
M3GN + galactose
Possivelmente 1til para citoquinas, fatores
M3GNGal & mo . .
nE® de crescimento e anticorpos
o

No estudo desenvolvido por Hamilton et al. (2013), foi possivel obter uma proteina
corretamente O-glicosilada pela P. pastoris. Os autores utilizaram a coexpressdao das
enzimas a-1,2 manosidase e -1,2-N-acetilglucosamiltransferase numa linhagem da P.
pastoris com a via enzimatica da N-glicosilagdo recombinada (Hamilton et al., 2013).
Os autores obtiveram uma proteina cujos residuos a-1,2 manose foram substituidos por
um residuo de N-acetilglucosamina, e posteriormente por residuos de acido sidlico, tal
como ocorre nas células eucariotas (Gongalves et al., 2013).

A modificagdo das linhagens da P. pastoris, fez porém, com que estas linhagens
recombinadas apresentassem defeitos que condicionavam fortemente a producdo de
proteinas heterologas, sendo um deles a incapacidade de crescimento a temperaturas
elevadas (37°C) e o outro a sua propensdo celular a lise durante o crescimento das
cadeias em biorreatores durante longos periodos de tempo. Conforme o processo usado,
a lise celular podia afetar significativamente a fermentacdo, reduzindo o tempo de vida,
das linhagens da P. pastoris recombinadas e potencialmente restringir a sua utilidade na
expressao de hospedeiros na producdo comercial de biofarmacos (Vogl et al., 2013).

No sentido de resolver este problema, procurar maximizar a produgdo € minimizar os
custos, tornou-se necessario estudar eventuais solucoes no sentido de melhorar os niveis
de produgdo celular das linhagens de P. pastoris.

O estudo desenvolvido por Jiang et al. (2014), permitiu mostrar que mutagdes no gene
homoélogo do gene activator transcricional GAL4 da levedura S. cerevisiae (PpATT1),
aumentaram drasticamente os niveis de produgdo celular das linhagens da P. pastoris
recombinadas. Este gene ¢ na P. Pastoris, o gene homdlogo ScGAL4, gene ativador
transcricional envolvido na regulagdo das enzimas metabdlicas da galatose na S.
cerevisiae (Traven, Jelicic & Sopta, 2006).

O estudo de Jiang et al. (2014) demonstrou que a eliminagdo do gene PpATT1 permitiu

as linhagens da P. pastoris recombinadas melhorar os niveis de tolerancia térmica,
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reduzir os seus defeitos ao nivel da lise celular e aumentar a robustez da fermentagdo. A
extensdo do tempo da fermentacdo em simultineo com a redugdo geral da lise celular
permitiu as linhagens da P. pastoris recombinadas sem o gene PpATTI, aumentar
significativamente o rendimento dos produtos sem sacrificar a qualidade do produto.
Como o gene PpATT1 pode ser eliminado de qualquer linhagem de P. pastoris
estudada, o estudo de Jiang et al. (2014) sugere que as suas descobertas podem ser
aplicadas a qualquer linhagem recombinadas de P. pastoris para a produgdo de
proteinas terapéuticas, incluindo anticorpos monoclonais, péptidos, hormonas e fatores
de crescimento.

Ainda no estudo anterior, os autores sugeriram inicialmente a hipdtese de os fendtipos,
estarem relacionados com a diminuig¢ao da robustez fermentativa e com a sensibilidade
ao aumento da temperatura, e foram tentar identificar mutacdes que apresentassem
melhoramento no defeito da sensibilidade a temperatura. Foram utilizar trés linhagens
geneticamente  recombinadas  independentes (yGLY17108, yGLY22812, e
yGLY22835). A linhagem yGLY 17108 demonstrou conseguir modificar proteinas com
perfil ligacdo N-glicosidica, com residuos com ligagdes terminais N-galactose.

As trés linhagens foram submetidas a mutagénese aleatoria por irradiagdo ultra violeta e
posteriormente selecionadas as linhagens mutantes com resisténcia a temperatura
capazes de crescer a temperaturas elevadas. A partir de uma populagdao inicial de
aproximadamente 2x10% células mutantes, os autores isolaram oito clones mutantes que
adquiriram a capacidade de crescer a 35°C. Estes oito clones mutantes resistentes a
temperatura derivaram independentemente a partir de trés linhagens hospedeiras
diferentes. Destes oito, quatro mutantes (yGLY 17172, yGLY 17173, yGLY17177, e
yGLY17178) foram isolados a partir da linhagem hospedeira yGLY17108; um dos
mutantes (yGLY17180) foi isolado a partir da linhagem yGLY22812 e os restantes trés
mutantes (yGLY17158, yGLY17159, e yGLY17160) foram isolados a partir da
linhagem yGLY?22835.

Os autores optaram por focar o seu estudo nos seis mutantes que apresentavam
resisténcia a temperatura. Destes, quatro mutantes resistentes a temperatura,
demonstraram também um aumento na sua robustez fermentativa.

Para avaliar se a selecdo da resisténcia a temperatura levou consequentemente ao
aumento da robustez fermentativa, os autores sujeitaram os restantes seis mutantes a um
ensaio de fermentacdo e de acordo com os resultados obtidos, os autores concluiram que

as mutacdes U.V. induzidas tanto nas linhagens yGLY17160 e yGLY 17180 falharam
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significativamente no aumento dos niveis de robustez em fermentagdo, ficando assim
demonstrado que os fendtipos de tolerancia térmica e robustez fermentativa nem sempre
estdo diretamente relacionados.

Os restantes quatro mutantes demonstraram um comportamento muito diferente dos
anteriores durante o processo de cultura a elevadas temperaturas. As quatro linhagens
mutantes (yGLY 17172, yGLY 17177, yGLY 17178, ¢ yGLY17159) mantiveram maior
viabilidade e robustez por mais tempo por indugcdo do metanol. O resultado mais
importante obtido foi que as quatro mutagdes apresentaram baixos niveis de lise celular,
mesmo por periodos longos de inducdo. Os autores concluiram que as mutagdes
induzidas por U.V. adquiridas pelas quatro linhagens mutantes (yGLY17172,
yGLY17177, yGLY17178, e yGLY17159), melhoram dramaticamente os niveis de
robustez celular durante a fermentagao.

Ainda no estudo de Jiang et al. (2014), os autores, foram investigar a base genética para
os melhoramentos na robustez fermentativa, através da sequenciagdao dos genomas das
linhagens mutantes yGLY 17172, yGLY 17177, yGLY 17178, e yGLY 17159 assim como
dos respetivos parentes ndo modificados yGLY 17108 e yGLY22835. A linhagem
mutante yGLY 17178 continha uma unica mutagdo num gene ndo caraterizado, que
chamaram de PpATTI1 (tolerancia térmica adquirida) (Jiang et al., 2014). O papel
fisiologico deste gene na P. pastoris estd associado a outros processos que nao no
metabolismo da galactose, uma vez que esta levedura ¢ incapaz de metabolizar a
galactose (Kurtzman, 2005).

Na investigagdo de Jiang et al. (2014), os autores decidiram posteriormente confirmar se
ATTI era a mutagao responsavel pelo melhoramento da tolerancia térmica e da robustez
fermentativa. Nos resultados obtidos, os autores conseguiram observar que existiam
constantes mutacdes no gene ATTI associadas a melhoramentos na robustez
fermentativa nas linhagens mutantes que apontavam diretamente para uma relagdo entre
o gene ATT1 e o fendtipo da robustez fermentativa.

Na producdo de anticorpos monoclonais (MADb), os resultados obtidos também
demonstraram que a delecdo do gene ATTP1 ndo teve impacto negativo na
produtividade durante a fermenta¢do do anticorpo monoclonal especifico, HER2. A
delecdo do ATTP1 aumentou a producdo do produto anti-HER2 mantendo na mesma a
qualidade da proteina.

Este estudo representa um avango significativo para a aplicagdo desta levedura na

producdo comercial de proteinas terapéuticas, uma vez que a inativagdo genética do

22



4. Sistemas de expressdo da levedura P. pastoris

gene PpATT1 permite aplicacdo efetiva e alargada das linhagens de P. pastoris
recombinadas. O gene PpATTI1 pode ser facilmente deletado de qualquer proteina
heterdloga expressa por um hospedeiro P. pastoris quando o objetivo de producdo
incluir o aumento da robustez das linhagens e a viabilidade durante a fermentagao, bem
como o aumento do rendimento na producdo, ou baixa degradacdo proteolitica do
produto recombinante. A inativagdo do gene PpATTI1 permitird aos hospedeiros P.
pastoris tornarem-se ainda mais compativeis com condi¢des rigorosas de crescimento
em processos de fermentacdo em alta escala industrial, podendo ser significativamente
ampliada a sua utilizagdo na produgdo comercial de proteinas terapéuticas (Jiang et al.,

2014).
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5. P. pastoris como sistema de expressio de biofarmacos utilizados na industria

farmacéutica

A producdo de proteinas recombinantes tornou-se um negdcio multimiliondrio, sendo

que 25% dos produtos farmacéuticos comercializados sdo biofdirmacos. O objetivo da

industria farmacéutica € atingir processos de produgdo competitivos, ou seja, processos

altamente produtivos, eficientes e econdmicos. A levedura P. pastoris com um processo

de glicosilagdo totalmente modificado, passou a ser utilizada frequentemente, na

producdo ndo s6 de varias enzimas e proteinas humanas como também de biofarmacos,

em varias areas da industria farmacéutica (Vogl et al., 2013).

Pichia Pastoris
modificada

Aplicacdo Industrial

Indistria farmacéutica

Diabetes Alergias

Cancro

HPV

Tat-

sckv

Aterosclerose

ECEP

Figura 3 - Linhas de investigacdo dos sistemas de expressdo da levedura recombinante, P. pastoris.

Adaptado de (Weinacker et al. 2013).

Algumas das principais areas de investigacdo e aplicacdo da levedura P. pastoris, sdo,

diabetes, alergias, cancro,

esquematizado na Figura 3.

papiloma virus humano e a aterosclerose, como
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5.1. Diabetes

A Diabetes mellitus ¢ atualmente uma das maiores causas de morte a nivel mundial
(Baeshen et al., 2016).

Segundo a World Health Organization (2016) o numero de diabéticos quadruplicou
desde 1980, ¢ os niveis de glucose comecam a ter um forte impacto na morbilidade e
mortalidade, mesmo com um diagnostico precoce da diabetes. A associa¢ao de diabetes
com elevados niveis de glucose no sangue, ¢ responsavel por mais de 3,7 milhdes de
mortes, sendo que a maioria destas podiam ter sido prevenidas. A tendéncia a nivel
mundial bem como em todas as regides definidas pela Organizagdo Mundial de Satude
(OMS) ¢ de um aumento da prevaléncia da diabetes nas ultimas trés décadas, tal como ¢

possivel visualizar na Figura 4 (World Health Organization, 2016).
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Este Asidtico Oeste

Figura 4 - Tendéncias da prevaléncia da diabetes nas regides da OMS, entre 1980 e 2014. Adaptado de
(World Health Organization, 2016).

No estudo desenvolvido por Wild, Roglic, Green, Sicree & King (2004), baseado nas
alteragdes demograficas, os autores concluiram que o nimero de mortes causadas por
esta doenga no mundo inteiro foi de 171 milhdes na passagem deste século e serd mais
do dobro em 2030.

A diabetes ¢ uma desordem metabodlica na qual estd envolvida uma elevacao dos niveis
de glucose no sangue (hiperglicemia) devido a baixo nivel ou a uma deficiéncia

completa da hormona, insulina. No caso da Diabetes tipo 1 existe défice de insulina,
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enquanto no caso da diabetes tipo 2, esta patologia ¢ causada pela resisténcia da insulina
associada a insuficiéncia de secre¢do de insulina (Baeshen et al., 2016).

A persisténcia de valores elevados de glucose no sangue esta associada a complicagdes
vasculares, nomeadamente em casos envolvendo 6rgdos como os olhos, rins, coracao,
vasos sanguineos e nervos (Baeshen et al., 2016).

A insulina é uma hormona sintetizada no pancreas mais especificamente nos ilhéus de
Langerhans, pelas células B. Esta hormona representa um importante papel na
modelagdo dos niveis sanguineos da glucose (Baeshen et al., 2016).

A produgdo de insulina ¢ realizada através de uma proteina recombinante, usando para
tal duas vias diferentes. Uma das vias utilizadas, envolve um percursor da insulina na
forma de corpusculo de inclusdo, usando como hospedeiro a bactéria E. coli. Esta via
torna-se desvantajosa, pois exige processos subsequentes para formagdo da estrutura
tridimensional da proteina produzida. A outra via envolve a utilizagdo de sistemas de
expressao de leveduras, que produzem um percursor solivel de insulina para o
sobrenadante da cultura. Estas duas vias sdo economicamente vidveis mas a levedura
metilotrofica P. pastoris emergiu como um hospedeiro mais vantajoso.

Através da integracdo no genoma da P. pastoris da linhagem clonada X-33, obtida a
partir de um sinal secretorio fator a da levedura S. cerevisiae, obteve-se um codao
otimizado FD (Ferridoxinas - proteinas ferro-enxofre). A nova linhagem cresceu
segundo varios lotes, cada um deles, com elevada densidade celular, usando meios de
cultura definidos com baixos niveis de sal e elevadas concentragdes de glicerol.

Em Gurramkonda et al. 2010 foi utilizada uma estratégia de alimentagdo da cultura, que
permitiu obter secre¢des de aproximadamente 3 gL' do coddo FD no caldo da cultura,
que corresponde a 4 gL' de coddo FD de células livres no sobrenadante. Na fase de
purificacdo os autores recorreram a uma técnica inovadora de cromatografia de
imobilizacdo por afinidade metal-ides (IMAC) e obtiveram 95% do produto secretado
com uma pureza de 96% a partir do sobrenadante. O codao FD purificado obtido foi
uma tripsina digestiva, transpeptidada, desprotegida e posteriormente purificada de onde
se obteve cerca de 1,5 gL' de 99% de insulina humana pura recombinada.

Os autores com esta abordagem conseguiram aumentar a eficiéncia da produgdo de
insulina humana usada para o tratamento da diabetes (Gurramkonda et al., 2010).
Recentemente, num estudo desenvolvido por Baeshen et al. (2016), foi verificada a
eficicia da insulina recombinante a baixar os niveis séricos de glucose nos ratos

diabéticos. Os autores, baseados em estudos que foram desenvolvidos na ultima década
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sobre a importancia do péptido C no tratamento de complicagdes na diabetes como a
debilitacdo nervosa e das func¢des renais, utilizaram uma insulina humana recombinante
com um péptido C intacto, ao contrario das insulinas disponiveis no mercado, que ndo o
possuem.

Estudos recentes sugerem que da incorporacdo de péptido C na insulina advém
melhorias nas complica¢des do tratamento de diabéticos a longo prazo.

O péptido C ¢é obtido apds clivagem da pré-insulina em insulina e péptido C, e ao
contrario do que se pensava inicialmente, este atua independentemente da insulina por
ativacdo da proteina G, que ativa o influxo de Ca®’ intracelular abrindo os canais de
Ca?*, ativando assim a enzima Oxido nitrico sintetase (NOS), Na’,K'-ATPase ¢ a
cascata de Proteino-quinases ativadas por mitogenos (MAP quinase) (Baeshen et al.,
2016). A ativagdo da adenosina trifosfatase sddio-potassio (Na',K'-ATPase) ¢
importante para a restauragdo da funcdo renal nos doentes diabéticos (Rebsomen,
Khammar, Raccah & Tsimaratos, 2008) e a atividade desta com a NOS ¢ essencial para
a funcao nervosa (Wahren et al., 2007).

Baeshen e seus colaboradores (2016) utilizaram um clone de ADN complementar
(ADNCc) de insulina a partir do vetor pPICZ-a da levedura P. pastoris. Este clone foi
posteriormente transformado na linhagem P. pastoris SuperMan5. Os resultados obtidos
neste estudo revelaram eficidcia da atividade da insulina recombinante em ratinhos
diabéticos induzidos por estreptozotocina (indutor da diabetes). Os autores deste estudo
afirmaram estar em processo de encapsular a insulina recombinante em nanoparticulas

para desenvolver a insulina oral Baeshen et al. (2016).
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5.2. Alergias

As plantas polinizadas através do vento desenvolveram a sua capacidade de polinizagao
através da evolu¢do dos seus graos de polen. Alguns destes graos pequenos e
desidratados com caracteristicas aerodindmicas que conseguem disseminar-se por
centenas de quilometros, contém no seu interior proteinas alergénicas, que durante o seu
processo de reidratacdo sdo libertadas para a superficie dos graos de polen (Asam,
Hofer, Wolf, Aglas & Wallner, 2015).

A sensibilizagdo através do polen estd normalmente restrita a plantas anemofilas,
plantas estas que correspondem a cerca de 10 a 18% da totalidade de plantas com flor.
Em relacdo as arvores associadas a alergénios, as que possuem o0s mais potentes

alergénios pertencem as ordens Lamiales, Proteales e Pinales (Figura 5).

Proteales

-t
-
s

Lamiales

Pinales

Figura 5 - Distribui¢do geografica mundial dos alergénicos das ordens Proteales, Lamiales e Pinales.

Adaptado de (Asam et al., 2015).

Na ordem das Proteales, segundo um estudo de revisdo redigido por Asam et al, (2015),

as Unicas espécies reconhecidas pela OMS e pela Unido Internacional de Sociedades de
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Imunologia (IUIS), classificadas como arvores alergénicas sao as das espécies Platanus
acerifolia e as Platanus orientalis. As Platanus acerifdolia sao uma espécie hibrida com
origem na espécie Platanus occidentalis que pode ser encontrada na América do Norte,
Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul e Europa. No periodo de florescimento esta
espécie liberta o seu pdlen em elevadas quantidades, correspondendo a cerca de 14% do
polen total em algumas areas da Espanha, e cujos principais alergénios desta espécie sao
o Pla al, Pla a2 e Pla a3.

As Platanus orientalis estdo presentes no sudoeste da Asia, sudeste da Europa e em
paises arabes como o Irdo. Durante o seu periodo de florescimento as concentragdes de
polen atingem valores na ordem dos 15% do total de polen presentes. Num estudo
realizado com 19 individuos Iranianos com sensibilizagdo aos alergénios desta espécie,
revelou que existem grandes semelhancas dos seus trés principais alergénios com os trés
principais alergénios da Platanus acerifdlia.

Em relacdo a ordem das Lamiales apenas a familia das Oleacea apresenta espécies
alergénicas. Esta espécie ¢ endémica da Europa mas também existe por toda a América
do Norte, Africa, Asia e Australia. Apenas quatro espécies desta familia sao
reconhecidas pela OMS/IUIS como sendo arvores alergénicas, sendo elas a Fraxinus
excelsior, Ligustrum vulgare, Olea europea ¢ Syringa vulgaris.

Destas espécies, a que apresenta o alergénio mais prevalente por toda a regido
mediterranica ¢ a Olea europea, com o antigénio do polen Ole el. Este antigénio
representa o maior componente de ligacdo antigénio-imunoglobulina E (IgE) do pdlen
de oliveira, com uma prevaléncia de sensibilizacdo de mais de 80% em doentes com
alergia ao polen de oliveira, o qual se deve provavelmente ao fato de este antigénio
representar aproximadamente cerca de 20% do total de proteina no extrato de pdlen.

O antigénio Ole el apresenta reatividade cruzada ndo s6 com proteinas Ole el
semelhantes de alergénios da espécie Oleacea, como também, em percentagem menor,
com outros membros da ordem Lamiales (por exemplo, Plantago lanceolata,
Caryophyllales, Chenopodium Album e Lollium perenne). Esta reatividade cruzada do
Ole el pode ser explicada pelas semelhangas que existem nos padroes de dobramento e
de glicosilagdo proteica.

As doengas alérgicas passaram, ao longo o século passado, de condi¢do rara a uma
pandemia, que, a nivel mundial, provoca em cerca de 500 milhdes de individuos
situagdes de rinite alérgica. Os alergénios do polen sdo considerados um fator de risco

maior para rinite alérgica sazonal e asma (Asam et al., 2015).
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Recentemente foi desenvolvido um estudo por Scala et al. (2016), onde os autores
procuraram relacionar os alergénios do poélen da Oliveira (Ole el, Ole €7 e Ole €9) com
diferentes grupos de individuos com diferentes patologias alérgicas. Os autores
conseguiram correlacionar o alergénio Ole el, com a populagdo em estudo que tinha
sintomas respiratdrios, grupo este com possivel necessidade de imunoterapia especifica.
Os outros dois alergénios em estudo, Ole e7 e Ole €9, demonstraram estar
correlacionados com a ocorréncia de sintomas locais e reagoes sistémicas com a comida
(Scala et al., 2016).

Um estudo realizado em Espanha por Marazuela et al. (2012), os autores foram
investigar a possivel existéncia de derivados hipoalergénicos do Ole el, utilizando o
sistema de expressdao proteico da levedura P. pastoris. Os autores do estudo
identificaram o alergénio do pdlen de bétula, BB18 como o homdlogo do Ole el. O
clone de BB18 tem propriedades ndo alergénicas e foi utilizado para gerar uma variante
genética do Ole el, o OBss.s3, obtido por mutagénese sitio-especifica a partir de quatro
residuos (E55V56G57Y58) de um epitopo IgE/IgG correspondente ao do BBIS
(Marazuela et al.,2012).

Os resultados obtidos por estes autores, apoiam a utilidade do clone BBI8 para o
epitopo mapeado do Ole el e para os derivados hipoalergénicos alterados por
engenharia genética deste alergénio, como por exemplo o mutante OBsssg, que
apresenta todos os requisitos de uma molécula hipoalergénica adequada (Weinacker et
al., 2013).

Foram também estudados alergénios modificados e as suas capacidades em
imunoterapia utilizando a levedura P. pastoris como organismo de expressao proteica
(Pomés et al. 2015). Pomés e colaboradores (2015) relacionaram mutagdes simples e
multiplas nos residuos implicados na ligacdo monoclonal de anticorpos com a reducdo
de reatividade IgE porém ndo conseguiram provar que houvesse relacdo entre estas
mutagoes e as ligacdes moleculares nativas.

Pomés e colaboradores (2016), recorreram novamente a levedura P. pastoris com o
intuito de expressar um fragmento varidvel de cadeia Unica (scFv) em quantidade para
analise por cristalografia. O objetivo deste estudo foi analisar os determinantes
antigénicos IgE do grupo 1 de alergénios dos acaros do p6, de modo a desenvolver
alergénios modificados com baixa reatividade IgE mas com imunogenicidade, para
possivel uso em imunoterapia, visto possuirem potencial para diminuir os efeitos

colaterais da ligacdo cruzada ao IgE. Os autores consideraram com base nos resultados
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obtidos que os IgE recombinantes sdo ferramentas uteis de andlise de determinantes
antigénicos no desenvolvimento de um reportério de IgE para desenvolvimento em
imunoterapia (Pomés et al., 2016).

A levedura P. pastoris, foi também utilizada em Kan et al. (2015), para expressao de
uma proteina recombinante MGL 1304 (P-rMGL 1304) para o estudo das suas
capacidades para aplicagdo em individuos com dermatite atopica que desenvolvem
alergia ao suor. A antigenicidade da P-rMGL 1304 foi comparada com a proteina
recombinante MGL 1304 (TFrMGL 1304) produzida pela E. coli e com a proteina
MGL 1304 nativa. Os autores deste estudo consideraram com base nos seus resultados
que a estrutura conformacional e antigenicidade da P-rMGL_ 1304 era bastante similar a
MGL 1304 nativa e afirmaram que esta proteina recombinante ndo sdé melhora o
diagnostico da alergia ao suor, como também facilita o desenvolvimento de novas

terapias de dessensibilizagdo contra a MGL 1304 no futuro (Kan et al., 2015, p. 270).

31



Produgdo de biofarmacos pela levedura Pichia pastoris

5.3. Tratamentos anticancerigenos e o sistema de expressao proteico da P. pastoris
Existem anualmente cerca de 8 milhdes de casos mortais relacionados com tumores e
mais de 14 milhdes de novos casos de cancro todos os anos. Os médicos recorrem a
métodos cirurgicos, radio ou quimioterapéuticos, disponiveis para combater esta
doenga. Porém ainda ndo ¢ possivel diminuir os efeitos adversos associados a estas
terapéuticas. Para tal, o alvo dos estudos atualmente centra-se nos agentes antitumorais
de modo a evitar que estes atinjam os tecidos saudaveis diminuindo por sua vez a dor ¢
os efeitos adversos indesejaveis.

As terapias ADEPT (Antibody-Directed Enzyme-Prodrug Therapy) e GDEPT (Gene-
Directed Enzyme-Prodrug Therapy) vieram permitir a libertagdo seletiva dos agentes
citotoxicos dos pro-farmacos nao toxicos, diretamente no local do tumor.
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Figura 6 — Terapia ADEPT com recurso a anticorpos humanizados monoclonais para direcionamento

celular. Adaptado de (Bonifer et al. 2015).

Na Figura 6, a peroxidase de rabano ou peroxido de hidrogénio Oxido-redutase
(Horseradish peroxidase - HRP) ¢ conjugada a um anticorpo especifico, que promove o
direcionamento da enzima as células tumorais. O acido indolacético (AIA) ¢ injetado
posteriormente oxidado pela HRP originando uma citotoxina. As células tumorais sdo
mortas nao s6 por esta via como também pela difusdo dos componentes toxicos —
Bystander effect (Bonifer, Folkes, Gmeiner, Dachs & Spadiut, 2015).

Um pro-farmaco ndo deve ter atividade farmacoldgica, contudo os seus metabolitos
devem apresentar atividade farmacologica desejada contra um alvo fisiolégico definido.
Na realidade, o que acontece ¢ que os principais metabolitos do pré firmaco tém
atividade farmacologica superior aos pro-fairmacos e a sua utilizagdo serve para

aumentar a biodisponibilidade, a farmacocinética do firmaco, diminuir a toxicidade,
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facilitar a administragdo ou a distribui¢do do farmaco a células ou tecidos especificos
(Ortiz de Montellano, 2013).

O pro-farmaco AIA, mais conhecido por auxina, hormona de crescimento vegetal, ¢
também funcional em células eucariotas ¢ de leveduras. O AIA em combinagdo com a
HRP, apresentam efeito citotoxico nas células humanas cancerigenas. Um estudo
realizado por Folkes et al. (1998) confirmou que a utilizagdo de AIA ¢ HRP em
separado ndo causa toxicidade celular e que apenas a sua combinacdo, AIA/HRP,
produz toxicidade celular. O AIA toma a sua forma ativa apds descarboxila¢do
oxidativa pela HPR. Por outro lado, no mesmo estudo, os autores verificaram que para
ocorrer oxidacdo de AIA ndo ¢ necessario H>O; e que este ndo sofre oxidagcdo pelas
peroxidases das células eucariotas, podendo assim, serem utilizados juntos nas terapias
direcionadas anticancerigenas (Bonifer et al.,, 2015). Bonifer e colaboradores (2015)
descrevem também resultados de um estudo em que a combinagdao AIA/HPR consegue
induzir a apoptose celular de células de melanoma humano G361.

No estudo realizado por Bonifer et al. (2015) os autores utilizaram o sistema de
expressao proteico da levedura P. pastoris para produzir duas isoenzimas simples HPR,
a CIA e a A2C. Para evitarem a hiperglicosilacdo proteica recombinante que
normalmente ocorre nas leveduras foi utilizada uma linhagem onde a acdo da enzima
OCHI1 estava bloqueada, a linhagem Aochl. Os autores do estudo referido conseguiram
produzir e caraterizar quatro enzimas diferentes. Destas quatro, selecionaram trés
enzimas para analisar ndo s6 a sua eficacia na oxidagdo de AIA como também a
combinacdo destas com AIA em células T24 do carcinoma da bexiga e nas células in
vitro, MDA-MB-231 do carcinoma da mama (Bonifer et al., 2015).

Os resultados obtidos por Bonifer e colaboradores (2015) demonstraram a utilidade da
isoenzima HPR recombinada, CIA em combinagdo com a AIA, no tratamento
anticancerigeno direcionado.

As proteinas REG (regenerating islet-derived protein), pertencem a familia das lectinas
tipo C e subdividem-se em quatro subgrupos, sendo uma delas a proteina REG3 que
apresenta atividade anti-apoptose, anti-inflamatoria e regenerativa. A sua atividade
regenerativa ¢ significativa em lesdes teciduais continuas, nomeadamente na mucosa,
em casos de falha hepatica, insuficiéncia das células epiteliais e de células de Paneth e
em danos ocorridos nas células § pancreéticas (Fan et al., 2015).

Tanto as células REG3a humanas como as REG3g mostram atividade antibacteriana por

destruigdo da parede celular bacteriana. A primeira apresenta evidéncias na participacdo
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em cancros gastricos primarios em humanos e em cancros hepatocelulares primarios
(Fan et al., 2015).

O estudo de Fan et al. (2015), recorreu ao sistema de expressdo da P. pastoris para
desenvolver técnicas mais eficientes na expressdo das proteinas REG3a, mais
especificamente, REG3a de murino, através do vetor de expressdo pwPICZalpha. Os
autores conseguiram expressar ¢ purificar as REG3a, com atividade antibacteriana
contra baterias in vitro, gram positivas e gram negativas (Fan et al., 2015).

Fan e colaboradores (2015) conseguiram mostrar nos seus resultados a forte atividade
da proteina REG3a contra as células do carcinoma hepatocelular (linhagens SMMC-
7721).

Na terapéutica do cancro, o gene supressor tumoral P53 ¢ alvo de estudo de muitas
terapéuticas anticancerigenas devido ao seu importante papel na regulagdo do ciclo
celular e apoptose. O P53 ¢ responsavel pelo reconhecimento e reparacio do ADN.
danificado, pela inibicdo da proliferagdo das células malignas e pela transformagao das
células durante o crescimento celular.

Na terapia anticancerigena o P53 sofre transdugdo para as células cancerigenas porém a
sua transmissdo para a membrana celular esta limitada a quantidade disponivel de
ligando P53 nas membranas e a sua curta semivida (Weinacker et al., 2013).

Para ultrapassar estas desvantagens uma das abordagens de alguns estudos, foi
promover a ligagao de proteinas ou de ADN. a uma Tat com um dominio de transducao
que favorece se a penetragdo no tecido e na membrana celular, funcionando como
proteina de transducao (Weinacker et al., 2013). Foram realizados varios estudos com a
E. coli mas nenhum deles conseguiu obter rendimentos ideais de proteinas com esta
funcionalidade.

Em 2012, um estudo de Yan et al. (2012) conseguiu obter pela primeira vez elevados
niveis de expressao de Tat-p53 e foi evidente a ocorréncia de apoptose celular. Com a
transdug¢do da proteina de fusdo Tat-p53 para as células tumorais ocorreu inibi¢do o

crescimento celular (Weinacker et al., 2013).
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5.4. Fragmentos de anticorpos scFv como potenciais marcadores

Os scFv sdo derivados de anticorpos modificados geneticamente, cujas cadeias pesadas
e leves das suas regides varidveis estdo ligadas a um peptideo ligante (Marty et al.,
2001).

Os scFv foram inicialmente produzidos com sucesso através do sistema de expressdo da
P. pastoris no estudo realizado por Marty et al. (2001), que tinha como objetivo atuar
contra os dominios ED-B da isoforma B da fibronectina encontrada nos vasos
sanguineos formados durante a angiogenese tumoral. Os autores clonaram uma
sequéncia de fragmentos de anticorpos scFv com dominio ED-B e para tal utilizaram o
vetor da levedura P. pastoris, pPICZA, que continha uma sequéncia péptica sinal, para
promover a secrecao proteica. Para além do vetor precisaram também de um gene de
resisténcia a zeocina e uma sequéncia flag-tag para a detegao proteica.

Os scFv foram entdo reconhecidos como uma ferramenta de grande utilidade nao sé
para o direcionamento de fAirmacos, como para o acoplamento de lipossomas e para o
diagnoéstico e terapé€utica de patologias. Por exemplo, no estudo de Marty et al. (2001),
os scFv, foram utilizados para o reconhecimento dos dominios ED-B da isoforma B da
fibronectina. A capacidade demonstrada pelos scFv neste estudo mostrou o seu grande
potencial como marcadores na angiogenese em tumores solidos em crescimento.

O potencial marcador demonstrado por estes fragmentos foi de extrema importancia
pois o dominio oncofetal ED-B da isoforma B da fibronectina inserido por splicing
apenas esta presente no estroma fetal e nos tecidos neoplésicos. Nos individuos adultos
este marcador apenas estd presente nos vasos sanguineos neoplasicos durante a
angiogenese (Marty et al., 2001).

Mais recentemente em Wei et al. (2015), os autores utilizaram um fragmento divalente
A33scFv-Fc contra a glicoproteina codificante A33 (GPA33), preparado a partir da
fusdo entre A33scFv e um fragmento da fracdo constante (Fc) do anticorpo higGl. Os
autores constataram que os fragmentos divalentes obtidos pela P. pastoris ligaram-se
positivamente, in vitro, as GPA33 tumorais e negativamente as GPA nao tumorais.
Utilizando uma técnica de imunofluorescéncia (Figura 7), os autores de Wei et al.
(2015), conseguiram avaliar a especificidade dos fragmentos divalentes A33scFv-Fc.
Verificaram que estes fragmentos distribuem-se rapidamente nos xenotransplantes
GPA33 tumorais positivos, € com elevados niveis de persisténcia nestes locais,

funcionando como um forte indicador destas células.
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Transplante LS174T Transplante COLO205 Figado

Figura 7 — Ensaio quimico de imunofluorescéncia com tecidos tumorais LS174T, COLO205 e tecidos do

figado. Adaptado de (Wei et al. 2015).
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Figura 8 — Imagens de dissecagdo de tecidos tumorais ortotopicos utilizando CF750-A33scFv-Fc., em trés

ratos diferentes. Adaptado de Wei et al. (2015).

Ainda no mesmo estudo, os autores, procuraram ainda avaliar a capacidade de
direcionamento do indicador CF750-A33scFv-Fc em tumores ortotdpicos
transplantados nos ratos, recorrendo primeiro a um sistema de imagem Otica sem

recurso a laparotomia (Figura 8). Nos trés ratos foram visiveis os transplantes tumorais,
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mas apenas eram palpéaveis em dois deles. Apds a realiza¢do da laparotomia, os tecidos
tumorais foram identificados através do indicador CF750-A33scFv-Fc, cujo sinal de
fluorescéncia detetado foi predominante nos tecidos tumorais, figado e para além disso
foi ainda possivel distinguir o tecido tumoral supérfluo do tecido saudavel do coélon
através do sistema de contrate otico.

Wei e seus colaboradores (2015) conseguiram demonstrar que € possivel dissecar um
tecido tumoral recorrendo a um sistema de contraste Otico utilizando o agente de
contraste CF750-A33scFv-Fc, que pode facilitar a remog¢do cirurgica de cancro
colorectal mantendo tanto o paciente como o cirurgiao livre da radiacao.

Determinaram também que a afinidade de A33scFv-Fc nos xenoenxertos celulares de
adenocarcinoma humano, LS174T foi superior ao longo das 48 horas de observagao
relativamente a A33scFv e que apesar de ter uma fraca afinidade também se consegue
ligar. Os autores perante estes resultados sugerem que o fragmento divalente A33scFv-
Fc € mais apropriado como agente marcador no cancro colorectal.

Contudo os fragmentos Fc estdo referidos como potenciais causadores de efeitos
colaterais nomeadamente citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos
(ADCC) e citotoxicidade mediada por células dependente de complemento (CDC).
Visto existir este efeito adverso, Wei e seus colaboradores (2015) consideram que sera
mais seguro no futuro utilizar um fragmento divalente ou monovalente sem o fragmento
Fc como agente marcador.

Os fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF) nas células tumorais LS174T
apresentaram um nivel de expressao superior as COLO205. Estes resultados levam a
crer que a utilidade de CF750-A33scFv-Fc podera estar limitada ao cancro colorectal
visto os resultados terem demonstrado diferencgas significativas nos xenotransplantes
ricos em vasos sanguineos. Estas diferengas de vasculariza¢do poderdo estar associadas

a diferencas de distribuicdo de A33scFv-Fc (Wei et al., 2015).
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5.5. Expressao da proteina de resisténcia do cancro da mama utilizando a P.
pastoris

A levedura da P. pastoris foi utilizada como sistema de expressdo da proteina de
resisténcia do cancro da mama (BCRP), em 2004, por Mao ¢ colaboradores (2004). Esta
proteina ¢ o segundo membro da subfamilia G da ATP-binding cassette (ABC)
(superfamilia de transporte) podendo ser também designada por ABCG2 e desempenha
fungdes ao nivel da resisténcia a agentes quimioterapéuticos. Foi identificada em 1998
numa linhagem de células cancerigenas multirresistente a firmacos contra o cancro da
mama, MCF-7/AdrVp que ndo expressam outros transportadores de efluxo como a
glicoproteina-P (gp-P) ou a proteina de multi resistente a farmacos 1 (MRP1) (Ni,
Bikadi, Rosenberg & Mao, 2010).

O sistema de expressdo da P. pastoris utilizado por Mao et al. (2004) produziu BCRP
com carateristicas funcionais muito semelhantes as proteinas expressas nas células
eucariotas. Os autores construiram um vetor pHIL-BCRP-His10 contendo um ADNc
BCRP para transformar a linhagem KM71 da P. pastoris. Para facilitar a purificacao
proteica, o marcador His10 foi ligado ao terminal -COOH da BCRP (Weinacker et al.,
2013).

Os resultados obtidos em Mao et al. (2004) sugerem que a BCRP expressa no sistema
de expressao da P. pastoris constitui uma alternativa eficaz e de baixo custo para a sua

producdo e purificagdo em elevadas quantidades.
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5.6. P. pastoris como sistema de expressdo para desenvolvimento de vacinas contra
o papiloma virus humano

A data do estudo de Zhao et al. (2014) o cancro cervical era considerado a segunda
maior causa de morte por cancro nas mulheres, sendo o papiloma virus humano (HPV)
o agente etioldgico principal do cancro cervical. Existem duas vacinas profilaticas do
HPV, com elevada tolerancia e imunogenicidade, porém, o elevado custo a elas
associado torna-as ainda inacessiveis a uma grande parte de mulheres em algumas
regides do mundo, em especial em regides mais empobrecidas (Coimbra et al. 2011).
Nos ultimos anos tém sido realizados testes clinicos utilizando particulas semelhantes
ao virus HPV (VLPs) nas vacinas profilaticas que demonstraram bons resultados ao
nivel da resposta imunitaria contra a infecdo por HPV. Em Zhao et al. (2014) vem
descrito que o desenvolvimento da seguranca e eficidcia da vacinagdo contra o HPV
podera reduzir a incidéncia do cancro cervical em 70% nas pré-adolescentes. No mesmo
estudo, os autores determinaram também a melhor estratégia fermentativa para a
producdo de VLPs do virus HPV, com o objetivo de baixar os custos de produgdo desta
vacina. A diminui¢cdo dos custos de producao poderdo trazer vantagens significativas na
prevencao do cancro cervical em paises em desenvolvimento (Zhao et al., 2014).
Segundo Coimbra et al. (2011) as vacinas baseadas em VLPs, elaboradas com proteinas
L1 do capside do HPV mostraram se mais efetivas perante a infegao viral, uma vez que
sdo capazes de induzir elevada neutralizagdo por parte dos anticorpos a epitopo
conformacionais das proteinas L1 HPV que correspondem a cerca 90% do capside do
HPV.

As VLPs podem ser expressas em sistemas de expressao heterdlogos de células
eucariotas, plantas, bactérias, insetos e leveduras (Coimbra et al., 2011). Segundo o
estudo anterior, a levedura P. pastoris havia sido utilizada para produzir a proteina L1
HPV-16, associando um vetor epissomal a um gene L1 otimizado, porém o recurso a
vetores epissomais em larga escala ndo se torna vantajoso pois a levedura recombinada
corre o risco de perder os seus vetores apds mitoses sucessivas acabando por nao serem
integrados no genoma.

Para que a produgdo de vacinas a nivel industrial seja rentavel, precisa que se produzam
linhagens estaveis que expressem o gene L1, e tal s6 € possivel com vetores integrantes.
A utilizagdo destes vetores favorece a integracdo de mais copias de genes heterdlogos,
podendo aumentar por sua vez a producdo proteica (Coimbra et al., 2011). Os vetores

integrados no genoma de P. pastoris promoveram a transcri¢ao do gene L1 e a produgdo
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de proteinas, tanto intracelular como extracelular, contudo os rendimentos obtidos
foram baixos, sendo necessario otimizar o processo de producdo de vacinas baseadas

em VLP (Coimbra et al., 2011).
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5.7. Desenvolvimento de firmacos para a aterosclerose utilizando P. pastoris

A principal causa de doengas cardiovasculares ¢ a condi¢do inflamatoria cronica
denominada de aterosclerose. Na aterogénese ocorre a libertagdo de fatores pro-
inflamatérios por agdo enzimdtica da fosfolipase A2 associada (Lp-PLA2), enzima
secretada calcio-independente da super familia das fosfolipase A2 (Mello, Silva,
Abdalla & Damasceno, 2011). A Lp-PLA2 encontra-se no plasma humano associada a
lipoproteina de alta densidade (HDL) numa percentagem de 70% para além de ser
responsavel pela hidrdlise das lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDL-ox) e
gerar lisofosfatidilcolina (PC) e acidos gordos oxidados. Os dois produtos da hidrolise
da Lp-PLA2, sdo pro-inflamatorios e estdo implicados na aterogénese.

A Lp-PLA2 pode ser expressa e purificada em sistemas de expressao de leveduras como
a P. pastoris, utilizando ou ndo vetores de codificacdo desta enzima, como a sequéncia
Kozak, sequéncia importante no processo de iniciacdo da traducao (Weinacker et al.,
2013). A sequéncia Kozak ¢ uma sequéncia de ADN de reconhecimento que rodeia os
codoes iniciadores ATG, facilitando o processo inicial de ligagdo do ARNm as
pequenas subunidades ribossomais. Esta sequéncia encontra-se na maioria dos ARNm
eucariotas, representada na forma, (GCC) RCCATGG, em que R representa uma purina
(A ou G). A utilizagdo desta sequéncia no design de inser¢des clonadas pode aumentar

os niveis de expressao quando tal € necessario (Douglas et al., 2002) (Kozak, 1986).

c

I
GP Ibc Kozak Sequences: GTCCTCATGC

=5 +T

Consensus Kozak Sequence: GCCACCATGG

Figura 9 - Polimorfismo na sequéncia Kozak sequéncia no gene GP Iba e na expressdo in vitro das

variantes polimorficas. Adaptado de Afshar-Kharghan, Li, Khoshnevis-Asl & Lopez (2016).

Apesar da P. pastoris apresentar baixo niveis expressao desta enzima, esta ¢ expressa de
forma funcional e com atividade enzimatica, indicando que a Lp-PLA2 recombinada

pode ser produzida em sistemas de expressao eucariotas.
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A Lp-PLA2 modificada através da P. pastoris poder ser purificada facilmente
recorrendo a uma técnica de cromatografia com um agente quelante de niquel. A
proteina Lp-PLA2 recombinante foi desenhada para incorporar um terminal C com um
marcador de 6xHis que promove o processo de purificagdo por cromatografia de

afinidade, esta vantagem ¢é importante visto a manipulacdo da purificagdo diminuir

atividade enzimatica e o rendimento da proteico (Weinacker et al., 2013).
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6. Conclusoes

O sucesso da utilizagdo da levedura P. pastoris deve-se principalmente as suas
carateristicas vantajosas relativamente a outros potenciais hospedeiros de expressio
proteica. Uma das vantagens ¢ a grande variedade de promotores seguros disponiveis
para a produgdo de biofarmacos (Gongalves et al., 2013) (Ahmad et al., 2014) e a sua
capacidade de secrecdo de proteinas recombinantes ativas, resultantes de modifica¢des
pos-traducionais semelhantes as células de organismos superiores (Serrano-Rivero et
al., 2015).

Sendo considerada uma levedura metilotrofica cujo metabolismo € preferencialmente
respiratorio, com esta levedura € possivel obter densidades celulares elevadas em
biorreatores sem diminuicdo da produtividade devido a toxicidade provocada por
produtos da sua metabolizacdo. Por ultimo, esta levedura consegue ainda apresentar
uma taxa de crescimento e niveis de produtividade superiores a qualquer outro sistema
de expressdo, quer seja eucariota ou procariota, em meios de cultura pouco dispendiosos
(Serrano-Rivero et al., 2015).

Sendo um dos principais objetivos de qualquer industria biofarmacéutica melhorar o
rendimento dos seus produtos e diminuir os seus custos de produgdo, a utilizacdo desta
levedura constitui um passo importante para os objetivos de produgdo biofarmacéutica.
Por outro lado, com os recentes avangos no melhoramento do sistema de expressao
heter6logo da levedura P. pastoris, tornou-se possivel nos ultimos anos produzir
milhares de diferentes proteinas heterdlogas com potencial uso em diferentes areas da
saude.

Um dos principais avangos foi conseguido por Jiang e seus colaboradores (2014) cujos
resultados obtidos com a inativacao do gene PpATT1 mostraram conseguir aumentar a
robustez das linhagens clonadas e por conseguinte aumentar o rendimento do processo
de producao.

Outro avango importante foi o desenvolvimento de linhagens com padrdes de
glicosilagdo semelhantes as produzidas pelas células eucariotas sem risco de reagdes
imunoldgicas (Gongalves et al., 2013). Foram desenvolvidas alternativas seguras para a
expressdo proteica nomeadamente com o kit de expressdo PichiaPink ™ (Ahmad et al.,
2014), e com os sistemas GlicoSwitch e GlicoFi (Gongalves et al., 2013).

As proteinas ja obtidas pelo sistema de expressdo P. pastoris geralmente tém um efeito

direto sobre algumas patologias ou atuam secundariamente como auxiliares de outras
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proteinas cujas carateristicas as impedem de exercer a sua agdo farmacoldgica
(Weinacker et al., 2013).

Tal como exposto ao longo desta monografia, varios estudos foram recentemente
divulgados onde a utilizacdo da P. pastoris foi aplicada em diferentes areas da saude.
Na patologia da diabetes mellitus, a levedura P. pastoris foi recentemente utilizada com
sucesso por Baeshen e seus colaboradores (2016). O estudo teve como objetivo
determinar a eficacia de uma insulina recombinante a baixar os niveis séricos de glucose
em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, eficacia que foi comprovada neste
estudo segundo os resultados obtidos. Os autores afirmaram que estdo em processo de
desenvolvimento do encapsulamento da insulina recombinante em questdo em
nanoparticulas no sentido de desenvolver no futuro insulina oral (Baeshen et al. (2016).
Na area da alergologia e imunoterapia, a P. pastoris tem vindo ja a ser utilizada para
varios estudos, como no estudo de Marazuela e seus colaboradores (2012) onde
determinaram a existéncia de um derivado hipoalergénico do Ole el, utilizando o
sistema de expressao proteico da levedura P. pastoris, o BB18.

Recentemente, Pomés e colaboradores (2016), utilizaram a levedura P. pastoris como
sistema de expressao de um scFv, para o desenvolvimento de alergénios modificados
com baixa reatividade IgE mas com manutencdo de imunogenicidade. Com base nos
resultados obtidos, os autores concluiram que os IgE recombinantes constituem
ferramentas importantes de analise de determinantes antigénicos no desenvolvimento de
um reportério de IgE para desenvolvimento em imunoterapia (Pomés et al., 2016).

No estudo de Kan e seus colaboradores (2015), por sua vez a levedura foi utilizada para
expressao de uma proteina recombinante MGL 1304 (P-rMGL_1304) para o estudo das
suas capacidades para aplicacdo em individuos com dermatite atdpica.

Em Bonifer e seus colaboradores (2015) o sistema de expressao proteico da levedura P.
pastoris foi utilizado para produzir duas isoenzimas simples HRP, a C1A e a A2C. O
estudo procurava determinar a eficacia de enzimas recombinantes na oxidacao de AIA e
a sua combina¢do com AIA em células T24 do carcinoma da bexiga e nas células in
vitro, MDA-MB-231, do carcinoma da mama.

Outra 4rea de utilizacdo da P. pastoris ¢ na integracdo de vetores no genoma de P.
pastoris para promocdo da transcrigdo de genes. Fan e seus colaboradores (2015),
recorreram ao sistema de expressdo da P. pastoris para desenvolver técnicas mais
eficientes na expressdo das proteinas REG3a através do vetor de expressdo

pwPICZalpha. Fan e colaboradores (2015) conseguiram mostrar nos seus resultados a
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forte atividade da proteina REG3a contra as células do carcinoma hepatocelular
(linhagens SMMC-7721).

Na investigacdo realizada por Coimbra e seus colaboradores (2011) foram também
utilizados vetores integrantes para a expressdo de genes heter6logos que aumentaram a
producdo proteica para a produgdo industrial de vacinas. Contudo os rendimentos
obtidos neste estudo foram relativamente baixos sendo ainda necessario otimizar este
processo de produ¢do de vacinas baseadas em VLPs.

O sistema de expressdo da P. pastoris foi também utilizado na produgdo de scFv, para
utilizagdo como marcadores na angiogenese em tumores sdlidos em crescimento (Marty
et. al., 2001). Um estudo mais recente de Wei e seus colaboradores (2015), recorreu a
fragmentos divalentes obtidos pela P. pastoris (A33scFv-Fc) para avaliar ndo s6 a sua
especificidade para células tumorais como a sua utilizacdo, juntamente com a ligacao a
um indicador de fluorescéncia, como potenciais indicadores deste tipo de células e a sua
funcionalidade na remocao cirtirgica de cancro colorectal em ratos.

As aplicagdes atuais da P. pastoris sdo vastas, porém, com base no conhecimento
biologico atual desta levedura e com as novas ferramentas atuais de engenharia
genética, ¢ ainda necessario otimizar os processos de producdo para aumentar o
rendimento de produtos biofarmacéuticos, assim como aumentar ¢ melhorar a sua

aplicacao na area da saude.
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