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RESUMO: A Escherichia coli é um dos hospedeiros mais utilizados para producdo de
proteinas recombinantes tanto em escala de laboratorio como em escala industrial desde o
advento da tecnologia do DNA recombinante. Apesar do avango expressivo dos estudos da
biologia molecular e da imunologia das infec¢cdes, ndo existe, atualmente, nenhuma droga
profildtica capaz de prevenir o calazar. Desta forma, existe uma grande necessidade de
identificacdo de antigenos especificos para o desenvolvimento de vacinas e Kits para
diagndsticos contra a Leishmaniose visceral. Com base no exposto, o presente trabalho tem
como foco principal avaliar a influéncia das condicGes de cultivo na producdo dos antigenos
de Leishmania i. chagasi em cultivos realizados em incubador rotativo e biorreator. Para
atingir o objetivo proposto, varios ensaios foram realizados a fim de se avaliar o
comportamento cinético dos clones (648, 503) de Leishmania i. chagasi em duas diferentes
composicdes de meio (2xTY, TB), com e sem adi¢do de indutor em incubador rotativo. Para
melhorar a expresséo, ensaios foram conduzidos em biorreator de bancada com as melhores
condicdes obtidas em incubador rotativo, além da avaliacdo da influéncia da velocidade de
agitacdo. Com base nos resultados obtidos, pode-se observar que a elevada complexidade do
meio de cultivo favoreceu a cinética de crescimento dos clones (648, 503), no entanto, ao se
tratar dos ensaios submetidos ao procedimento de indugédo por IPTG, a elevada complexidade
do meio de cultivo ndo favoreceu a expressdo das proteinas recombinantes. Pode-se observar
que a expressao dos antigenos 648 e 503 apresentam um comportamento associado ao
crescimento e que em termos de localizacdo, as proteinas 648 e 503, sdo armazenadas
intracelularmente. A lactose pode ser o indutor mais adequado na expressao das proteinas
tendo em vista os fatores, custo, toxicidade e estabilidade. A elevada agitacdo pode aumentar
o0 crescimento celular do clone 503, entretanto, pode ndo acarretar em altas concentragdes da
proteina de interesse. Por outro lado, foram obtidos resultados positivos para todos os clones
recombinantes (648, 503) testados, confirmada através do perfil eletroforético.
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ABSTRACT: Escherichia coli has been one of the most widely used hosts in recombinant
protein production, in both laboratory and industrial scale since the advent of recombinant
DNA technology. Despite the substantial progress of studies on the molecular biology and
immunology of infections, there is currently no medication-based prophylaxis capable of
preventing leishmaniasis. As such, there is a great need to identify specific antigens for the
development of vaccines and diagnostic kits against visceral leishmaniasis. Thus, the primary
goal of the present study is to assess the influence of cultivation conditions on the production
of Leishmania chagasi antigens, carried out in a rotating incubator and bioreactor. To that
end, several assays were conducted to evaluate the kinetic behavior of antigens (648, 503) of
Leishmania. i. chagasi in two different compositions of media (2xTY, TB), with and without
an inducer. In order to improve expression, assays were performed in a benchtop bioreactor
using the best conditions obtained in a rotating incubator, in addition to assessing the
influence of stirring speed. Results show that high complexity of the cultivation medium
favored Kkinetic growth of clones (648, 503). However, in assays submitted to induction by
IPTG, this elevated complexity did not promote the expression of recombinant proteins.
Expression of antigens 648 and 503 exhibited behavior associated with growth and, in terms
of location, proteins 648 and 503 are intracellularly stored. Lactose may be the most adequate
inducer in protein expression, when considering factors, cost, toxicity and stability. Elevated
stirring may increase cell growth in clone 53, although it may not result in high concentrations
for the protein of interest. On the other hand, positive results were obtained for all
recombinant clones (648, 503) tested, confirmed by the electrophoretic profile.
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1. Introducao

A Leishmaniose € um termo utilizado genericamente para definir um complexo de
doencas clinicamente diferentes, causadas pela infeccdo por protozoarios do género
Leishmania (Ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae). Os membros da familia s&o
parasitos de insetos, aracnideos, plantas e vertebrados diversos. Esses parasitos sao
dimorficos, com a forma extracelular denominada promastigota e a forma intracelular
denominada de amastigota. A forma promastigota é flagelada e encontrada no trato intestinal
do vetor; enquanto a forma amastigota é ovalada, sem flagelos aparentes, e é exclusiva do
hospedeiro vertebrado, no qual, geralmente é encontrada no interior dos macréfagos e de
outras células fagociticas. De acordo com a espécie de Leishmania, o individuo pode
apresentar manifestacbes cutaneas, mucocutaneas, cutaneas difusas e viscerais. A
Leishmaniose visceral americana (LVA) é a forma mais grave da doenga. Os vetores da LVA
sdo insetos da familia Psycodidae, subfamilia Plebotominae, denominados de flebotomineos,
também conhecidos popularmente no Brasil como birigui, mosquito palha, asa dura e
tatuquira (Braz et al., 2002; Wilson et al., 2005; Rey, 2008).

LVA é uma doenca com um amplo espectro de manifestacfes clinicas, classificada em
trés tipos: 1) forma assintomatica, caracterizada por sorologia positiva para Leishmania sem
qualquer manifestacdo clinica, 2) forma oligossintomatica, caracterizado por sorologia
positiva e presenca de sinais e/ou sintomas leves como febre, hepatomegalia e/ou
esplenomegalia leves; 3) forma classica ou completa da doenca, caracterizada por
hepatoesplenomegalia, febre, pancitopenia hipergamaglobulinemia significativas, e grave
comprometimento da satde geral. As manifestacdes podem progredir para: diarreia, nauseas,
vomitos, dor abdominal, tosse ndo produtiva e progressiva perda de peso, indicando estagios
avancados da doenca: dores de cabeca, a desnutricdo, edema dos membros inferiores,
ictericia, hemorragias e ascite. Quando ndo tratada, pode levar a morte em um ou dois anos
apos o aparecimento dos sintomas (Jerdbnimo et al., 2004, Drumond e Costa, 2011, Costa et
al., 2011).

A doenca possui ampla distribuicdo geogréafica, principalmente, em regides tropicais e
subtropicais do mundo. Estima-se que existam em todo o mundo 12 milhGes de pessoas
infectadas com as diversas formas da doenca, e cerca de 350 milhGes de pessoas expostas ao
risco de infeccédo (Jerbnimo et al., 1995; Davies et al., 2003; Ettinger et al., 2009; Frank et al.,
2010). A leishmaniose ¢é considerada a quinta doenca infectoparasitaria de maior importancia
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em todo mundo, sendo classificada como de nivel 1 de prioridade em virtude da ocorréncia de
novos surtos em diversas partes do mundo (World Health Organization, 2009).

No Brasil, e em particular na regido Nordeste, a Leishmaniose atinge quase duas mil
pessoas por ano, alem de ser responsavel por 92% dos casos. O aumento do numero de
pessoas que correm o risco de serem infectadas pode ser explicado pelas condigdes
geogréficas, sobretudo, climéticas, representada pela alta pluviosiadade, que favorece a
proliferacdo do mosquito do género Lutzomyia (Jerdnimo et al., 2004; Selvapandiyan et al.,
2012).

Atualmente, a droga de escolha para o tratamento da Leishmaniose é o Glucantime,
porém, devido a elevada toxicidade requer cuidados especiais quando empregadas no
tratamento (Selvapandiyan et al., 2012). Devido ao elevado custo e a toxicidade das drogas
utilizadas para diagnostico e cura da leishmaniose, faz-se necessario buscar alternativas mais
eficazes e menos agressivas ao organismo humano (Selvapandiyan et al., 2012). Apesar dos
avancgos expressivos dos estudos da biologia molecular e da imunologia das infecgdes, ndo
existe, atualmente, nenhuma droga capaz de prevenir essa doenca, o que justifica a
necessidade a producdo de antigenos recombinantes através de micro-organismos
recombinantes para a producdo de vacinas e kits para diagnostico de elevada acessibilidade.
Essa producdo se tornou possivel com advento da engenharia genética, que permite expressar
qualquer gene em organismos hospedeiros, desde bactérias, fungos filamentosos, leveduras e
insetos, até plantas e mamiferos transgénicos, sendo necessario, para isso, 0 desenvolvimento
de vetores especificos para tal finalidade (Borzani et al., 2001; Valdez-cruz et al., 2010).

Desde o advento da tecnologia do DNA recombinate, a Escherichia coli é um dos
hospedeiros mais utilizados para producdo de proteinas recombinantes tanto em escala de
laboratério como em escala industrial, principalmente por apresentar vantagens como
facilidade de manipulacdo genética, grande disponibilidade de informacdo genética,
crescimento rapido e alto nivel de expressdo do micro-organismo em meios de baixo custo
(Zhang et al., 2010). Entretanto, a excre¢do do acido acético durante os cultivos de E.coli
pode ser considerada como uma limitacdo para a utilizagdo desse micro-organismo. Este
composto é prejudicial a produgdo de proteina heterdlogas sendo o principal produto das vias
fermentativas da E. coli (Kilikian et al., 2000; Eiteman & Auteman., 2006; Xue et al., 2010).

Vaérios paradmetros influenciam no rendimento final de proteina recombinante,
incluindo a composi¢do do meio de cultivo, a taxa de crescimento especifico no instante de

inducdo, a producdo de acido acético, o tipo de molélula indutora (IPTG ou lactose). Dentre
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esses parametros, o tipo de indutor exerce efeito significativo na expressdo de proteinas
recombinantes (Kilikian et al., 2000; Piralek et al., 2011).

A utilizacdo de micro-organismos recombinantes na industria de bioprocessos é cada
vez mais comum na producdo de hormanios, antibioticos, enzimas e proteinas em geral. Na
producdo de bioprodutos heterélogos, ndo somente o desenvolvimento de cepas que carregam
0S genes exdgenos € uma etapa importante, como também o desenvolvimento do processo de
producdo em si. Nesse sentido, o estudo das condi¢bes adequadas de cultivo em reator € um
requisito essencial para a viabilidade e sucesso deste tipo de bioprocesso (Rossi, 2001; Gupta
et al., 2009; Hortsch & Weuster-Botz., 2011).

Com base no exposto, o presente trabalho tem como foco principal avaliar a influéncia
das condi¢bes de cultivo na producdo de antigenos de Leishmania i. chagasi utilizando a
Escherichia coli como hospedeiro em cultivos realizados em incubador rotativo e biorreator.

Para atingir o objetivo proposto, um primeiro conjunto de ensaios foi realizado com o
intuito de avaliar o comportamento cinético dos antigenos (648, 503) de i. chagasi em duas
diferentes composicdes de meio (2xTY, TB), sem adi¢cdo do indutor, verificando-se qual o
meio mais favoravel ao crescimento dos dois clones e qual dos clones apresentou melhor

comportamento cinético.

Para avaliar a infuéncia da composicdo do meio de cultivo e do tipo de indutor na
inducdo da expressdo das proteinas (648, 503) de Leishmania i. chagasi, um segundo
conjunto de ensaios foi realizado em incubador rotativo procedendo-se a adi¢do por IPTG ou
lactose a fim de verificar a comparacdo entre estes indutores e verificar o0 meio de cultivo
mais adequado na sintese de proteina. No sentido de melhorar a expressdo, um terceiro
conjunto de ensaios foi conduzido em biorreator de bancada, com o meio de cultivo e clone
que apresentaram resultados mais satisfatérios no segundo conjunto de ensaios, nas mesmas
condicdes de temperatura, pH e velocidade de agitacdo utilizados em incubador rotativo.
Posteriomente, em um quarto conjunto de ensaios foi realizado a fim de avaliar a influéncia
da velocidade de agitacdo no crescimento e na expressdo da proteina 503, utilizando-se o
clone que apresentou melhores resultados no terceiro conjunto de ensaios, 0 meio de cultivo

mais adequado para expressao e o indutor que induziu uma maior expressdo de proteina.

Para uma melhor compreenséo, a presente tese foi dividida em capitulos.
No capitulo I apresenta-se uma introdugéo geral do tema em estudo.
O capitulo Il apresenta a revisdo da literatura da tese abordando varios conceitos

importantes para o entendimento do tema em estudo. Portanto, neste capitulo séo
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apresentados 0s aspectos tedricos referentes ao processo de expressdao de proteinas
heterdlogas, as vantagens e algumas limitacbes na utilizagdo da Escherichia coli como
hospedeiro, metabolismo da Escherichia coli, estabilidade do plasmideo, consideracGes sobre
meios de cultivo, influéncia da agitacdo e aeracdo, procedimento de inducdo por IPTG ou
lactose e as estratégias de cultivos em incubador rotativo e biorreator. Descreve-se, neste
capitulo, vérios estudos realizados por diversos autores, as metodologias empregadas e 0s
respectivos resultados obtidos.

No capitulo I11, por sua vez, descrevem-se o procedimento experimental incluindo os
materiais utilizados, os equipamentos e as condi¢Ges experimentais empregados na realizacéo
deste trabalho.

No capitulo 1V sdo apresentados os resultados e a discusséo.

As concluses obtidas sdo apresentadas no capitulo V.

Por fim, apresenta-se as referéncias bibliogréficas citadas ao longo da presente tese e

dados anexos como complementacao dos assuntos abordados no corpo do texto.
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2.Revisao da Literatura

Neste capitulo estdo apresentados tdpicos que abordam as etapas envolvidas no
presente trabalho que tém como foco principal estudar a influéncia das condicGes de cultivo
na producdo de antigenos recombinantes (648 e 503) de Leishmania i. chagasi utilizando
Escherichia coli M15 como hospedeiro em cultivos realizados em incubador rotativo e
biorreator. Os itens aqui contemplados estdo relacionados ao tema da tese e servirdo de base
para explicar os fendmenos observados durante o processo de producdo de antigenos

recombinantes.

2.1 — Antigenos da Leishmania visceral

A Leishmania visceral (LV) é uma doenca parasitaria causada por protozoario, fatal na
auséncia de tratamento. Embora o tratamento com drogas exista para Leishmania visceral,
alternativas para o controle dessa doenca (controle do vetor, imunoterapéutica,
quimioterapéutica e vacinas) sdo ainda necessarias. Estudos imunolégicos de mecanismos de
patogénese bem como estudos imunoterapéuticos da Leishmaniose visceral indicam
mecanismos sitios especificos no tecido (para baco, figado e nodulos linféticos).
Consequientemente, uma das mudancas no desenvolvimento de vacinas contra LV € a inducédo
de protecdo de sitios multiplos e distintos nos tecidos (Costa et al., 2011).

LelF, um gene da espécie de Leishmania com homologia para proteina ribossomal
eucaridtica elFF4A, (43 kDa), é um potente estimulador da producéo de interferon gama (INF
— v) pelos linfécitos dos nddulos linfaticos (Martins et al., 2006). Uma vacina contendo
coquetel de LelF entre outros fatores de transcri¢do induz protecdo em modelos humanos e
modelos ndo humanos contra Leishmaniose cutanea.

O LACK (Leishmania analogo dos receptores ativados por proteina quinase C),
(36kDa) ¢é altamente conservado entre especies de Leishmania e expresso por ambas formas
do parasita promastigota e amastigota. Estudos indicam que o codigo do DNA para o antigeno
promove protecdo contra Leishmania major. Entretanto, a vacina LACK DNA, embora
altamente imunogeénica, falha na protecdo contra LV em infec¢fes intradermal e intravenosa,
sugerindo que LACK néo pode ser usado como antigeno para uma vacina baseada em DNA
contra Leishmaniose (Selvapandiyan et al., 2012). Por outro lado, é possivel aperfeicoar testes

de diagnosticos podendo produzir uma mistura de antigenos para induzir ou detectar uma
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resposta imune, uma vez que algumas pessoas quando expostas a antigenos podem ser
assintomaéticas (Martins et al., 2006).

O antigeno 648 apresenta 97% de identidade entre os residuos de aminoacidos 44 e
297 da sequéncia do gene A2. Com relacdo ao antigeno 503 (fator de alongamento 1-y)
observou-se um maior nivel de expressdo do RNAm na fase logaritmica. Os antigenos
recombinantes 648 e 503 foram clonados em vetor de expressdo pQE-30 e purificados.
Posteriormente, as proteinas foram analisadas em gel SDS-PAGE apresentando o tamanho
correto. Os antigenos 648 e 503 foram determinados o tamanho das proteinas com massa
molecular de 24 e 56 kDa, respectivamente. Em seguida, as proteinas foram submetidas a
ensaios imunolégicos (Martins et al., 2006).

2.2 — Engenharia genética e a Biotecnologia moderna

A engenharia genética cresceu muito nos Ultimos anos, tendo como objetivo préatico
viabilizar a sintese de produtos complexos, que ndo sao facilmente obtidos por processos
convencionais. O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, iniciou-se na
década de 1970, quando os bioguimicos Berg, Boyer e Cohen mostraram que 0S genes
podiam ser transferidos de um organismo para outro. Diante da capacidade de transferéncia
de genes foi verificado que a sequéncia de DNA heter6loga inserida podia recombinar-se
com o DNA do micro-organismo hospedeiro, tendo sido criados os primeiros organismos
geneticamente modificados, tornando—-se, dessa maneira, uma ferramenta muito potente para
obtencéo de proteinas de interesse em diversas areas (Alberts, 2005).

Neste contexto, o emprego de técnicas mais eficientes, como a do DNA
recombinante, abre portas para um estudo detalhado da estrutura e funcdo de proteinas,
principalmente, a producdo de proteinas recombinantes em sistema procarioto como

hospedeiro (Larson et al., 2007).

2.2.1 — Clonagem

O fundamento central da metodologia do DNA recombinante é a clonagem génica,
a qual consiste no isolamento e progagacdo de moléculas de DNA idénticas. A clonagem
génica compreende pelo menos dois estagios importantes: primeiro, o fragmento do DNA de

interesse chamado de inserto € ligado a uma molécula de DNA chamada de plasmideo para
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formar a molécula do DNA recombinante; a molécula do DNA recombinante é introduzida
numa célula hospedeira compativel, num processo chamado transformacdo. A célula
hospedeira que adquiriu a molécula do DNA recombinante é agora chamada de transformante
ou célula transformada. A origem do termo clonagem vem da Genética Bacteriana que
considera uma colénia de bactérias como um clone, pois todas as células sdo geneticamente
idénticas a bactéria inicial (Linden, 2010).

A capacidade de clonar genes implica que um gene que codifica uma proteina
importante de um animal ou planta pode agora ser retirado de seu hospedeiro normal, inserido
em um vetor de clonagem e introduzido em uma bactéria. Se as manipulaces forem
executadas corretamente, 0 gene serd expresso e a proteina sera sintetizada pela célula
bacteriana (Brown, 2003). Na Figura 1, ilustram-se as principais etapas envolvidas na

obtencdo de micro-organismos geneticamente modificados.

Célula animal

-

Gene codificando
a proteina animal

Y

Vetor portador

Cromossomos s
do gene animal

S P~ Bactéria modificada
por engenharia
genética sintetizando
a proteina animal

Proteina animal

Figura 1 - Clonagem e expressao de genes exdgenos em E. coli (Fonte: Brown, 2003).

2.3 — Escherichia coli como sistema de expressdo de proteinas
recombinantes

Até meados dos anos setenta, a Escherichia coli ndo tinha grande importancia

industrial. Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, essa perspectiva mudou,
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principalmente, porque grande parte desta tecnologia foi desenvolvida com estudos utilizando
este micro-organismo (Lima, 2004).

A Escherichia coli é o micro-organismo mais bem estudado e explorado na atualidade,
atua, principalmente, na producéo de proteinas recombinantes. O profundo conhecimento da
sua fisiologia e organizacdo genética permitiu que fossem desenvolvidas e aprimoradas
diversas técnicas de manipulacéo genética (Jana & Deby, 2005; Manderson et al., 2006; Tian
et al., 2011). Entretanto, apesar de todo o conhecimento acumulado sobre a E. coli, isto ndo
ird garantir um sistema de expressao eficiente para todas as proteinas recombinantes. Foram
observadas algumas limitaces no sistema de expressdo em que a E. coli é utilizada como
hospedeiro, tais como:

o As proteinas sdo produzidas na forma insollvel, biologicamente inativadas em
corpos de inclusdo, sendo que a atividade bioldgica dessa proteina pode ser
reconstituida através de complexos processos adicionais que aumentam 0S custos e
diminuem a produtividade;

o A incapacidade de realizar modifica¢Ges pos-traducionais, comuns em eucariotos;

o Auséncia de um sistema de secrecdo para uma eficiente liberacdo da proteina
recombinante para o meio de cultura (Tomazetto et al., 2007).

Os cultivos sdo geralmente realizados em condigdes aerdbias porque o crescimento
anaerobio fornece menos energia para 0 metabolismo efetuar sintese proteica, estimulando a
formacdo de acetato (Ahamed & Vermette, 2010). A fim de se garantir que o suprimento de
oxigénio ndo se transforme como limitante, a estratégia descontinua-alimentada é usada
extensivamente nos cultivos (Pei et al., 2011).

A temperatura Otima de crescimento da E. coli (37 a 39°C) coincide com a
temperatura 6tima de inducdo do operon lac. O uso de temperaturas menores reduz as
alteracbes metabolicas indesejaveis, como a sintese de proteases aumentando, dessa forma, o
rendimento do produto de interesse, e ainda, contribuindo para aumentar a solubilidade da
proteina, isto €, reduzindo a formacdo dos corpos de incluséo. A reducdo da temperatura
melhora ainda a capacidade de excrecdo da proteina, contribuindo para a conformacéo
adequada e reducdo da lise celular (Donovan et al., 1996; Tomazetto et al., 2007; Valdez-Cruz
et al., 2010).
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2.4 — Estabilidade do plasmideo

A produtividade de um biorreator contendo clones recombinantes é afetada pela
taxa em que as células sem plasmideos sdo geradas e propagadas. Este fenémeno foi
observado na literatura e € responsavel por dificuldades no escalonamento requerido para
comercializacdo de produtos recombinantes (Lima, 2004). A perda de plasmideo por
distribuicdo defeituosa dos membros entre células filhas durante a divisdo celular é chamada
de instabilidade segregativa. Outra fonte de instabilidade é originada de mudancas estruturais
como mutacdo pontual, delecdo, insercdo e arranjo do DNA do plasmideo. Este tipo de
instabilidade recebe o nome de instabilidade estrutural. As células resultantes, sem plasmideo
ou alteradas estruturalmente, sdo improdutivas e contribuem para uma menor produtividade
do processo (Tomazetto et al., 2007). No intuito de aumentar a estabilidade do plasmideo, a
estratégia adotada pode ser chamada de método seletivo. Estes meétodos incluem a
manutencdo da pressao seletiva por incorporagdo de antibiéticos no meio de cultura (Vidal et
al., 2005).

2.5 — Consideracoes sobre o0 meio de cultivo

A composicdo do meio de cultivo deve ser cuidadosamente formulada e monitorada,
porque pode ter efeitos expressivos tanto nas células quanto na producdo da proteina (Jana &
Deby, 2005). A composi¢do de nutrientes e a definicdo de varidveis de cultivo tais como
temperatura, pH e outros parametros podem afetar atividade proteolitica, secrecdo e 0s niveis
de producédo (Hoffmann et al., 2004).

Para a obtencdo de alta densidade celular é necessario o desenvolvimento de meios de
cultivo que contenham todos os nutrientes necessarios para suportar o crescimento celular
(Makrides, 1996). Entre esses componentes nutricionais requeridos pela bactéria estdo a fonte
de carbono, nitrogénio, fésforo, potassio, ferro, manganés, zinco e cobre (Hortsch &Weuster-
Botz et al., 2011). O meio definido, onde as concentra¢fes dos nutrientes estdo estabelecidas
e controladas durante o processo, é geralmente utilizado para obtencdo de alta concentragédo
celular (Tomazetto et al., 2007). Riesenberg et al. (1990) estabeleceram a concentragéo
maxima de alguns nutrientes presentes no meio de cultivo que a E.coli pode suportar. Esses
nutrientes e concentragdes sdo: glicose (50 g/L), aménia (3 g/L), ferro (1,15 g/L), magnésio
(8,7 g/L), fosforo (10 g/L) e zinco (0,038 g/L). Além disso, durante a preparacdo do meio de

cultivo ou mesmo durante o cultivo, deve-se evitar a formacdo de complexos insoluveis,
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devido a concentragdo de varios anions (fésforo, cloreto) e céations (magnésio, amonia), o que
pode interferir no processo de fermentacéo (Valdez-cruz et al., 2010).

No entanto, os cultivos de alta densidade celular, apesar do alto nivel de eficiéncia na
producdo de diferentes proteinas, apresentam varios problemas, como limitagdo na capacidade
de transferéncia de oxigénio, o qual pode diminuir a velocidade especifica de crescimento e
estimular a formacéo de acetato, reducdo na eficiéncia da homogeinizacdo do meio de cultivo
e na dissipacdo de calor (Jana & Deby, 2005; Tomazetto et al., 2007; Hortsch &Weuster-Botz
etal., 2011).

Modificagcbes na composicdo do meio de cultivo também podem atuar de forma
positiva na capacidade de producdo de células, como é o caso da suplementacdo com
aminoacidos durante a fase de crescimento, ou na fase de sintese de produtos heter6logos,
desfavorecendo assim o estabelecimento de condicGes de estresse da célula, fenémeno
conhecido‘‘metabolic burden” (Hoffmann et al., 2004).

Em meios de cultivo complexo, a quantidade de nutrientes (disponivel sob a forma de
aminoacidos e vitaminas, presente no extrato de levedura ou triptona) faz com que o micro-
organismo consuma estes compostos para biosintese e a fonte de carbono (glicose) para a
obtencgéo de energia, utilizando as vias fermentativas como forma de regulacdo do fluxo de
nutrientes presentes. Uma maior concentracdo de extrato de levedura pode acarretar uma
maior concentracdo de subprodutos no meio de cultivo como, por exemplo, o acido acético
(Kilikian et al., 2000; Valdez-cruz et al., 2010).

2.6 — Influéncia da agitacéo e aeracéo

O estudo da agitacdo e aeracdo em processos fermentativos também & essencial para o
desenvolvimento das melhores condigdes de crescimeno do micro-organismo considerado.

Para micro-organismos facultativos, o oxigénio tem crucial importancia em todo o
metabolismo porque ele participa da geracdo de energia através da cadeia respiratoria dentro
da mitocondria, que é fundamental para uma obtencdo de uma velocidade especifica de
crescimento acentuada (Ahamed & Vermette, 2010).

De acordo com os estudos realizados por Mulinari (2004), constatou-se um baixo
rendimento da producdo do Jaburetox-2Ec obtido através do cultivo realizado em incubador
rotativo. A fim de dar continuidade ao estudo e determinar a expressdo desse peptideo
recombinante em biorreatores, Tomazetto et al. (2007) estudaram a producdo da proteina
recombinante jaburetox-2Ec em Escherichia coli BL21 e as variaveis analisadas destacam-se:
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a transferéncia de oxigénio, controle do pH e utilizacdo da lactose como indutor em
substituicdo do IPTG com o objetivo de otimizar a proteina de interesse utilizando a
Escherichia coli BL21 como hospedeiro. Os autores observaram que as varidveis estudadas
influenciaram de maneira positiva na expressdo da proteina recombinante Jaburetox-2Ec.
Além disso, analisou-se o impacto da utilizacdo de lactose como indutor em substituicdo ao
IPTG e o instante de inducdo era a fase exponencial de crescimento microbiano (DOsgonm
entre 0,4 - 0,5. A influéncia da aeracdo na inducdo e da estabilidade do plasmideo foi um
parametro estudado dos quais duas velocidades de agitacdo e as taxas de fluxo de ar foram
testados: 400 rpm e 2 wvvm; 500 rpm e 5 wvvm. Sob a maior
condicdo de oxigenacao (500 rpm, 5 vvm), a expressao da recombinante peptideo atingiram
valores 1pg/mg de proteina total, representando uma diminuicdo de sete vezes quando
comparado a agitacdo de 400 rpm e 2 vvm (5,9 pg/mg de proteina total). Com base nesses
estudos, conclui-se que a diminui¢do na taxa de oxigénio dissolvido teve um efeito positivo
na producdo de proteina. Em todas as bateladas, apds atingir a méxima expressdo do peptideo,
essa concentracdo diminui provavelmente devido a acdo das proteases causando a degradacgédo
do peptideo recombinante.

Bajaj & Singhal (2010) estudaram os efeitos da aeracéo e agitacdo na producédo e peso
molecular do acido y-glutdmico poli (PGA) em batelada por micro-organismo Bacillus
licheniformis NCIM 2324. A alta taxa de aeracdo e velocidade de agitacdo aumentaram o
crescimento de B. licheniformis NCIM 2324, mas, nem sempre levam a producao elevada de
PGA. Além disso, a producdo de PGA diminuiu a taxas muito elevadas de aeragdo e
velocidades de agitacdo. A méxima concentracdo de PGA foi 40.5 + 0.91 g/L obtida a 750

rome 1 vvm.

2.7 — Expressao génica em procariontes

A descoberta de promotores e repressores especificos do genoma de E.coli, permitiu a
manipulacdo da expressdo das proteinas e a clonagem de genes sob controle de uma dado
promotor, cuja expressdo pode ser indutivel ou continua. O primeiro € mais comumente
usado, sistema de expressdo de proteinas heterélogas em E.coli é baseado no operon lac
(Ettinger et al., 2009).

Considerando a necessidade que as bactérias possuem em apresentar uma rapida

resposta a0 meio ambiente é natural que genes que atuam sobre um mesmo composto sejam
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co-traduzidos. No caso do operon lac o controle de transcricdo é feita pela seqliéncia
operadora o, que estd adjacente ao sitio de inicio de transcricdo e ao sitio ao qual a RNA
polimerase se liga, ou seja, a regido promotora p. A seqiiéncia operadora esta sob regulacao
do produto génico do gene i, que reprime o operador. O repressor i pode ser desativado na
presenca de lactose, através de uma ligagdo da lactose com a proteina repressora i. Assim, ao
final, na presenca de lactose 0 operon estara ativo e os trés genes serdo traduzidos, na

auséncia de lactose, o repressor i se ligara ao operador e impedira a transcricao do operon.

Mutacdes na seqliéncia operadora também podem acarretar na expressdo constitutiva
do operon, pois essa seqiiéncia deixaria de responder ao repressor i. Assim, o operon lac é um
grupo de genes estruturais que especificam enzimas do metabolismo de lactose. Estes genes
sdo controlados por sequiéncias promotoras e operadoras (Tian et al., 2011). A atividade
dessas regides, por sua vez, é determinada por uma proteina repressora codificada por um
gene fora do operon. A proteina repressora é inibida na presenca de lactose no meio. E
comum encontrar em procariotos genes agrupados por terem funcdo na mesma via

metabolica, agrupados, inclusive, na mesma seqiiéncia que eles atuam (Pei et al., 2011).
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Figura 2. Esquema ilustrando o funcionamento do Operon lac.

2.8 — Estratégias de cultivos em incubador rotativo e biorreator

Dentre as formas tradicionais de se conduzir um processo bioquimico (descontinua,
descontinua alimentada e continua), a descontinua alimentada é a mais utilizada e difundida
na literatura na obtencdo de altas concentracdes celulares com altas produtividades em reator.
Este tipo de processo oferece vantagens em relacdo ao processo descontinuo simples,
principalmente, quando envolve fendmenos inibitdrios estdo na medida em que € possivel
controlar o fornecimento de substrato e consequentemente a velocidade especifica de
crescimento (Hiss, 2001). O processo continuo apresenta em relacdo ao descontinuo
alimentado a desvantagem de ndo permitir a obtencéo de concentragdes celulares tdo elevadas
devido a constante retirada de meio do reator, sendo interessante sua utiliza¢cdo nos casos em
que as operacdes subseqientes (purificacdo) tambem podem ser conduzidas de forma
continua. Além disto, o risco de perda de informagdo genética contida em plasmideos
aumenta com o tempo de cultivo.

Diferentes estratégias de cultivo tém sido investigadas para processos de producdo de
proteinas recombinantes, como, adicdo de meios complexos, rico em extrato de leveduras,
peptona ou triptona, isoladamente ou em mistura, e a adicdo de inibidores de proteases
(Valdez-cruz et al., 2010).
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Para um processo industrial recombinante € preciso & obtencdo de altas densidades
celulares. Usualmente, utilizam-se estratégias de alimentacdo de nutrientes para alcancar
elevadas concentracdes celulares em fermentacdes (Riensemberg et al., 1990; Pinsach et al.,
2008; Voulgaris et al., 2011). A estratégia mais utilizada para alcancar altas densidades
celulares é a descontinua - alimentada (Gombert & Kilikian, 1997; Sharma et al., 2007; Xue
et al., 2010; Alfasi et al., 2011). Durante a fase de alimentagcdo, um ou mais nutrientes séo
continuamente adicionados ao fermentador em quantidades limitantes para controlar as
condicdes de cultivo, tais como acumulo de componentes toxicos, metabolismo celular e
disponibilidade de oxigénio (Lima, 2004). A limitagdo no crescimento em fermentacdes
descontinuo-alimentada pode ser resultado de diversos fatores, entre eles: a construcdo do
plasmideo, a cepa hospedeira utilizada, 0 meio de cultivo e a proteina recombinante. Porém, o
principal fator limitante € creditado ao acimulo de produtos metabdlicos da fermentacdo que
produzirem efeitos inibitérios, especialmente, o acido acético (Luli & Strohl, 1990; Wong et
al., 2008; Casey et al., 2010).

Em cultivos de Escherichia coli, 0 maximo rendimento volumétrico de um produto
heter6logo ndo é funcdo exclusiva da concentracdo celular, dependendo também do
rendimento celular especifico do produto. Por este motivo, dois fatores devem ser
considerados no desenvolvimento de um processo que objetiva maximizar o rendimento
volumétrico de um produto heterélogo: estratégias de obtencdo de elevada concentracdo
celular e estudo da influéncia das condi¢des de cultivo no rendimento celular especifico do
produto (Riesenberg et al., 1990). A velocidade especifica de crescimento (px) nos instantes
prévios a inducdo da sintese de produto recombinante é uma variavel bastante estudada, na
medida em que reflete de certa forma o estado fisioldgico das células dentro do reator.

Tendo em vista 0 metabolismo aerdbio facultativo da Escherichia coli em cultivos em
biorretores é importante:

— Manter a concentracéo baixa de glicose (proxima da nulidade);

— Oxigénio dissolvido acima de 20%;

— Controle da velocidade especifica de crescimento (Tomazetto et al., 2007).

Os parametros citados acima sdo considerados formas de controle do processo que
objetivam a obtencdo de altas concentracdes celulares de Escherichia coli e da formagéo da
proteina recombinante, procurando-se desta maneira evitar o acumulo de subprodutos
inibitérios do meio de cultura, sendo o principal deles o acido acético (Luli & Strohl, 1990;
Gombert & Kilikian, 1997; Wang et al., 2010).
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Costa (1993) realizou estudos acerca da cinética de crescimento da bactéria E.coli em
processo descontinuo propondo um meio de cultura com glicose como fonte de carbono e
uma rotina analitica para o tratamento das amostras. Além disto, realizou estudos prévios de
inducdo da sintese de troponina C (TnC) utilizando IPTG ou lactose como molécula indutora.
Harrison et al., (1997) estudaran diferentes estratégias de cultivo que tém sido investigadas
para producdo ideal de proteina recombinante como, a adicdo de meios complexos (rico em
extrato de leveduras e triptona), isoladamente ou em mistura. Conforme Lim & Jung (1998)
outros fatores que também podem ser controlados para melhorar a produtividade do produto
de interesse sdo a temperatura de inducdo, duracdo da inducdo e a taxa de crescimento
especifico antes ou depois da inducdo. Diferentes processos de cultivo tais como descontinuo
e descontinuo alimentado tém sido utilizados para investigar a relacdo entre taxa de
crescimento especifico e producdo de proteina. Processos de cultivo como descontinuo
alimentado pode permitir um controle mais adequado da fase de crescimento, atingindo alta
densidades celulares e um aumento de 23 vezes na final concentragdo da proteina de interesse
interferon-a.

Liria (1995) a partir de trabalhos prévios iniciou o desenvolvimento do processo
descontinuo alimentado com o objetivo de obter maior concentracdo celular em rela¢do ao
processo descontinuo, estudando ainda a influéncia de variaveis de cultivo na etapa de
inducdo por IPTG concomitamente analisando a estabilidade do plasmideo.

Gombert (1996) estudou as condicBes adequadas de cultivo que favorecessem a
expressdo de TnC utilizando-se a lactose como molécula indutora e obtencdo de alta
concentragdo celular. Os cultivos foram realizados em reator de volume inicial de 1,5a 4 L,
sendo dividido em trés etapas: descontinua com 5 g/L de glicose, descontiua alimentada com
vazdo exponencial e/ ou linear, pré-calculada por equacdo derivada de balango de massa e
inducdo com pulsos de lactose. Dando continuidade a linha de pesquisa, Castillo (1997)
iniciou o estudo da obtencéo de alta densidade celular e da inducéo por IPTG com o objetivo
de obter alta concentracdo celular, estudar a inducdo da sintese de troponina C por lactose,
representando uma alternativa para o IPTG, indutor de custo muito elevado e toxico.

Hoffman et al. (1995) investigaram o método para producgdo de proteina recombinante
em escala piloto utilizando a glicose como fonte de carbono em processo fed-batch em que a
glicose, seguida da adicdo da lactose, foi adicionada como molécula indutora durante a fase
de inducgéo. A cepa utilizada no decorrer das fermentacGes foi a Escherichia coli BL21 (DE3),
durante a fase de inducdo, a fase exponencial tornou-se favordvel a producdo da proteina

heterologa ferrodoxina (2Fe,S). Dentre os processos de cultivo, o descontinuo alimentado

Michelle Rossana Ferreira Vaz — Dezembro 2011 17




Reviséo da Literatura

apresentou-se mais eficiente uma vez que a produtividade do produto recombinante adquiriu
valor 12 vezes maior em relacdo aos processos de cultivo descontinuo. O processo
descontinuo alimentado caracterizou-se pela adi¢cdo de glicose, previamente monitorada na
concentracdo de 0,5 g/L a fim de evitar a formacdo de sub-produtos da fermentacéo, tais como
0 é&cido acético, considerado principal metabdlito inibidor do crescimento e expressdo do
produto recombinante. O procedimento da fermentacdo foi realizado utilizando-se o
Biorreator (New Brunswick Scientific) com capacidade de 60 L. O pH mantido em 7 £0,1
pela adicdo de NH,OH. A concentracdo de oxigénio dissolvido foi mantido em 20% acima da
saturacdo, agitacdo (55 a 470 rpm), a vazéo de ar por (40 a 70 L/min), a pressédo (0-10 psi) e 0
nivel de espuma controlado por antiespumante.

Liria (1995) cultivou Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS contendo o plasmideo pET
codifificado para a producdo da proteina recombinante troponina C (TnC) em processos
descontinuos e descontinuos alimentados em reator de 4L de volume util. Para a condi¢édo de
concentracdo de glicose total igual a 40 g/L, o processo descontinuo alimentado mostrou-se
ligeiramente superior ao descontinuo, obtendo valores superiores de concentragdo celular (X)
e fator de converséo substrato a céluals (Yys) em 5 e 9%, respectivamente. De acordo com 0s
resultados obtidos por Liria (1995) a concentracdo de proteina troponina C em processos
descontinuo foi de 811 mg/L correspondendo a uma producdo especifica de 105 mg/L e
produtividade em produto de 406 mg/L.h. Para os processos descontinuo alimentado a
concentragéo de proteina foi de 1408 mg/L (u,= 0,4 h™, p/x = 158 mg/L e P, = 704 mg/L.h) e
de 966 mg/L (ux= 0,35 h™', p/x = 78 mg/L e P, = 483 mg/L.h ) a 37°C e 700 rpm com pH
monitorado em 7,0. O cultivo do micro-organismo sob valor controlado de velocidade
especifica (L) em processo descontinuo- alimentado € interessante para a inducdo (Hellmuth
et al, 1994). A indugdo de E.coli para a produgdo de algumas proteinas € mais eficiente sob i
controlado em valores inferiores a maxima (Riensenberg, 1990). O acido acético, produto da
fermentacao anaerobia, € produzido também durante o processo indutivo (Mc Donald, 1990) e
sua presenca inibe a expressao de produtos recombinantes.

Gombert (1996) estudou a expressao da proteina heteréloga (TnC) através da indugéo
por lactose, 0s mesmos indicam que o prologamento da etapa descontinua alimentada nestes
cultivos levaria ao acimulo de acido acético acima do valor critico. Além disto, o estado
fisioldgico das células ndo pdde ser bem caracterizado através de p constante, ja que houve
flutuacdes no valor desta varidvel ao longo da etapa descontinua alimentada e queda no valor
do mesmo ao final desta etapa, 0 que ocorre, provavelmente, devido a diminui¢do gradativa

verificada para Y,s com o aumento da concentracdo celular (X). Uma etapa descontinua
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inicial com 4 pulsos de 4 g/L de glicose seguida de uma curta etapa descontinua alimentada
com py pré-fixado em 0,1 h™ através de equagdo de alimentacdo de meio, que teve com o
objetivo forcar as células a consumirem o acido acético que se acumularia até entdo. Apds
esta etapa, que teve cerva de 50 minutos de duracdo, seguiu-se uma etapa descontinua
alimentada com i, = 0,4 h™!, conforme os ensaios anteriores.

Gombert & Kilikian (1997) estudaram diferentes estratégias de cultivo para obtencao
de alta concentracdo celular e producéo especifica da proteina troponina C (TnC), através de
cultivo da Escherichia coli BL21. As condicGes de cultivo foram: temperatura mantida em
37°C, pH monitorado por um eletrodo e controlado em 7 £ 0,2, velocidade de agitacdo de 700
rpm e concentragdo de oxigénio dissolvido mantido acima de 30% da saturagdo. As
estratégias de cultivo estudadas foram descontinua e descontinua alimentada. Na descontinua
alimentada, o0 meio de alimentacdo foi transferido ao reator através de uma bomba controlada
pelo Software AFS. Nos casos em que era desejado promover uma vazdo exponencial de
alimentacéo foi desenvolvida uma equacéo derivada do balango de massa de glicose no reator,
supondo-se que este nutriente seja limitante para o crescimento celular. Os resultados
mostraram que a concentracdo de oxigénio dissolvido, a concentracdo de glicose e a
velocidade especifica de crescimento sdo considerados parametros importantes para a
otimizacdo do processo (Gombert & Kilikian, 1997).

Donovan et al. (1996) realizaram uma revisdo sobre os fatores que influenciam a
expressao de proteinas heterdlogas em E.coli sob controle dos promotores tipo lac e tac, em
cultivos descontinuos e descontinuos alimentados em biorreator, discutindo condi¢des para
maximizar a producdo dessas proteinas. Especificamente, foram discutidas a influéncia da
concentracdo do IPTG, temperatura e composicdo do meio. Concluiram que a concentragdo
do indutor influéncia na localizacdo do acumulo de proteinas (extra ou intracelular),
observando eficacia semelhante da lactose e do IPTG para a inducéo da producédo da proteina
recombinante, contudo, a lactose deve ser fornecida em condic¢des apropriadas, por servir de
substrato para 0 micro-organismo. Sistemas que excretam a proteina no espaco periplasmatico
parecem beneficiar-se de temperatura 6timas de crescimento (20-30°C) durante a fase de
indugdo, podendo haver uma melhora na expressao de proteina soltvel com uma inducéo em
temperaturas mais baixas, bem como uma reducéo na degradacéo proteolitica.

Gombert & Kilikian (1998) investigaram o efeito de estratégias de inducdo durante
cultivo de Escherichia coli BL21(DE3) plysS para a producao da proteina troponina C (TnC)
utilizando a lactose como a molécula indutora. Duas variaveis devem ser consideradas como

as mais importantes no desenvolvimento das estratégias adequadas de inducgéo: a quantidade
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especifica de lactose adicionada e a maneira na qual esse indutor é transferido para o reator na
forma de pulsos, e o intervalo entre dois pulsos consecutivos. Levando-se em consideragao os
resultados apresentados, parece que a concentracdo residual de lactose e a adi¢do do extrato
de levedura junto com o segundo e terceiro pulsos de lactose exercem um efeito positivo na
expressdo de proteina recombinante. Além disso, descrevem uma concentracdo de lactose
como indutor da expressdao de troponina C (TnC) entre 20-55 g/L. Os ensaios foram
conduzidos em trés fases: primeira fase descontinua, segunda fase descontinua alimentada e
terceira fase de inducdo, caracterizada por trés pulsos de lactose, adicionando extrato de
levedura no segundo e terceiro pulsos de lactose. A introducdo de uma fonte rica em
nutrientes (extrato de levedura) foi considerada uma tentativa bastante eficaz na producéo da
Troponina C (TnC). Portanto, os resultados apresentados nesse estudo comprovam que a
lactose pode ser usada como indutor, com a vantagem em relacdo ao IPTG de ser de baixo
custo, menos toxica e dispensar uma fonte de carbono e energia. Esses autores também
verificaram em seus experimentos que a inibicdo do crescimento comecava quando a
concentracdo de &cido acético no meio atingia valores acima de 0,9 g/L.

Panda et al. (1999) estudaram processos descontinuos e descontinuos-alimentados
objetivando maximizar a produtividade do horménio de crescimento ovino (r-oGH) em
Escherichia coli M15, sob indugéo de IPTG, tendo obtido a formacéo de corpos de inclusao.
Com este processo alcancou-se, em 16 horas de cultivo descontinuo-alimentado, 3,2 g/L de r-
oGH com uma densidade celular de 124 g/L (produtividade de 0,2 g/L.h). A alimentacdo de
nutrientes (glicose e extrato de levedura) durante a fase descontinuo-alimentada mostrou que
0 componente extrato de levedura colaborou para manter alto o rendimento especifico de
proteinas na célula, e, por conseguinte, um alto rendimento da molécula alvo. O instante de
indugdo foi considerado um pardmetro muito discutido na literatura por exercer forte
influéncia nos niveis especificos de proteinas de interesse. A fase exponencial foi considerada
o instante de inducdo adequado por obter uma elevada concentragdo celular e produtividade
do horménio de crescimento ovino (r-OGH). Independente do instante de inducdo, a
expressao do horménio de crescimento ovino durante o processo descontinuo caracterizou-se
pela queda da velocidade méxima especifica de crescimento (Ux) e durante o processo
descontinuo-alimentado caracterizou-se pela adicdo do extrato de levedura. A adicdo desse
nutriente de composicdo complexa colaborou para manter alto o rendimento especifico de
proteina pela célula.

Kilikiam et al. (2000) testaram o IPTG e a lactose como indutor para expressao da

proteina troponina C e observaram que o rendimento em biomassa (Yx/s) foi trés vezes maior
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quando se utiliza lactose como indutor ao invés do IPTG, significando o efeito toxico do
IPTG no metabolismo celular, ou seja, a carga metabdlica € mais pronunciada quando se
utiliza o IPTG do que lactose. A carga metabdlica € maior quando se tém altos valores de
velocidades especificas de producéo, que foi observado quando se utiliza o IPTG.

Kweon et al. (2001) estudaram a producgdo da proteina PIP (Phytolacca insularis)
usando a Escherichia coli TG1 como vetor em processos descontinuos e descontinuo-
alimentado com o objetivo de alcancar elevadas concentracdes celulares e rendimento
especifico do produto de interesse. Realizou-se estratégias eficientes de inducdo e métodos
que minimizem a formacdo do &cido acético. Diferentes composi¢cdes de meio foram
avaliadas a fim de determinar qual a composicdo 6tima que favorece elevada concentracdo
celular e niveis de expressdo da proteina PIP. Pode-se observar que a adicdo de extrato de
levedura teve efeito positivo na producdo da PIP. Inicialmente misturou-se quantidades de
lactose e IPTG na concentragdo final de 1 mM. Porém, quando 1mM de lactose foi utilizado
sozinha o rendimento da proteina heteréloga foi de 55 %. Os autores concluiram que as
condi¢cdes do processo otimizadas resultou em elevada concentracdo da PIP (466,5 g/L)
correspondendo 17 vezes maior quando comparado com o cultivo descontinuo. Além disso, a
suplementacdo do meio de cultivo com extrato de levedura e a substituicdo do IPTG pela
lactose foram parametros importantes para aumentar o rendimento da proteina de interesse.

Kotik et al. (2004) estudaram a expressdo da proteina recombinante piranose oxidase
(P20) utilizando a Escherichia coli BL21(DE3) como vetor em cultivos realizados em
incubador rotativo. Um planejamento experimental permitiu otimizar a composi¢do do meio
de cultivo a fim de aumentar o nivel de expressdo. O baixo custo e toxicidade da lactose
tornam-se atrativo o uso desse indutor para o cultivo em biorreatores, além disso, foi utilizada
como fonte de carbono e molécula indutora. O sistema de expressdo foi estudado
detalhadamente em cultivos em descontinuo e descontinuo-alimentado com o objetivo de
aumentar o nivel de expressdo da proteina de interesse utilizando uma estratégia de baixo
custo e eficiente producdo P,O em E. coli. Durante a fase descontinuo-alimentada em cultivos
de alta densidade celular a lactose foi adicionada intermitentemente resultando no aumento da
concentracdo de biomassa e produtividade volumétrica em relacdo aos cultivos em batelada.
O monitoramento da velocidade especifica de crescimento em baixos niveis também foi
considerado como parametro importante na otimizacao da piranose oxidase (P,0).

Lima (2004) propds o uso do cultivo de E. coli recombinante em biorreatores com o
objetivo de estudar e desenvolver um processo robusto para obtencéo de elevadas densidades

celulares, identificando importantes parametros cinéticos para as fases de crescimento celular
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e inducéo da proteina recombinante, a pro-insulina humana (r-IH). Foram estudadas diversas
estratégias de cultivo para obtencdo de elevada densidade celular, no intuito de desenvolver
uma tecnologia de fermentacao robusta que permitisse: elevados niveis de biomassa em peso
seco de células por litro, determinar a melhor estratégia de fermentacédo para atingir elevadas
concentragOes celulares, entre as quais, descontinuo-alimentado com corte, descontinuo-
alimentado ciclico em dois estagios fermentaces com reciclo e microfiltracdo. As
fermentacdes foram realizadas em bioreatores de bancada de capacidade util de 4 L e 12 L
(NBS E INCELTECH). Foram medidas as concentracfes de biomassa, glicose, acetato e
proteina recombinante. Os estudos cinéticos das diferentes estratégias mostraram incrementos
em biomassa e em proteina de fusdo, sendo que o melhor resultado foi obtido para
fermentacdes com reciclo total de células, microfiltracdo do meio e alimentacdo exponencial
de nutrientes, as quais obtiveram produtividade celular igual a Pgr = 6,437 g¢/L/h. A
concentracdo final em peso seco de células foi 173,8 g/L, com porcentagem de expressdo da
proteina de fusdo em 17,8%. Os incrementos obtidos em biomassa e em proteina de fusdo, em
relacdo a batelada-alimentada tradicional, foram respectivamente 341% e 328%. A técnica
mostrou-se adequada para remoc¢do de inibidores no meio de cultura permitindo maior
produtividade e, conseqlientemente, maior crescimento celular, sendo até 3,5 vezes superiores
aos cultivos em descontinuo-alimentado tradicional.

Vidal et al. (2005) estudaram o efeito da adicdo do IPTG em diferentes concentracfes
e modos de operacao (descontinuo e descontinuo-alimentado) a fim de otimizar a producéo da
proteina recombinante ramnulose 1- fosfato aldolase (RhuA) utilizando Escherichia coli M15
como vetor. Processo descontinuo-alimentado a uma vazdo de alimentagdo exponencial e uma
velocidade especifica de crescimento (i = 0,3 h™) foi a estratégia utilizada para obter elevadas
concentragdes celulares e rendimento do produto recombinante.

Jana & Deby (2005) observaram que a maxima producédo da proteina DNA polimerase
em E. coli pode ser obtida através de processos descontinuo, decontinuo-alimentado e
continuo. A estratégia utilizada a fim de otimizar a producao da proteina foi: a composicéo do
meio de crescimento. A temperatura da fermentacdo, pH e outros pardmetros podem afetar a
atividade proteolitica, secrecédo e os niveis de producdo. ManipulagGes especificas do meio de
cultura tém sido realizadas para aumentar a liberacdo de proteinas no meio. Assim,
suplemento com glicina do meio de cultivo aumenta a liberacdo de proteinas para o
periplasma, sem causar lise celular significativa. Sistemas de cultivos de células de alta
densidade sofrem de varios inconvenientes, incluindo a disponibilidade limitada de oxigénio

dissolvido em alta densidade celular, os niveis de carbono podem diminuir as taxas de
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crescimento e estimular a formacdo de acetato, reducdo da eficiéncia de mistura do
fermentador e geracédo de calor (Jana & Deby, 2005).

Gongcalves et al. (2008) avaliaram a producéo de rfPspAl em meio definido utilizando
0 processo descontinuo alimentado com vazdo exponencial a diferentes velocidades
especificas de crescimento celular e investigaram a viabilidade de diminuir a concentragdo do
indutor IPTG, que é caro e toxico, empregando a lactose. A alimentacdo exponencial de meio
levam a obtencdo de alta densidade celular nos trés ensaios em batelada alimentada
realizados. A vazdo que impds a menor velocidade especifica de crescimento (0,12 h™)
possibilitou um melhor controle da concentragdo de O, dissolvido no meio e levou a obtencédo
da maior concentracdo celular (56 g massa seca/L) e da menor producédo de acetato (0,49 g/L)
antes da inducdo. As maiores producao (2,0 g/L) e produtividade (74 mg/L/h) da proteina
rPspALl sdo obtidas quando a alimentacdo com glicose prossegue durante a inducdo feita com
0,5 mM de IPTG e 20 g/L de lactose.

Balderas- Hernandez et al. (2008) estudaram a otimizacdo da producdo da proteina
interferon-a. em E.coli utilizando a analise de superficie de resposta. As varidveis estudadas
foram temperatura, concentracdo de biomassa e a concentracdo de NaCl como indutor. As
condicBes 6timas de expressao foram a temperatura de 32,6°C, a concentracdo de biomassa de
0,31 g/L e 0,3 M de NaCl em meio minimo. A maxima concentracdo da biomassa foi obtida
em 7 horas de cultivo no valor de 2,96 g/L e a maxima concentracdo da proteina foi obtida em
12 horas de cultivo. O meio de cultivo minimo mostrou-se mais adequado a producdo da
proteina. Além disso, concluiu-se que o meio suplementado com extrato de levedura afetou
negativamente na sintese proteica. Observou-se que a concentracdo da proteina é afetada pelas
condicBes de cultivo. A concentracdo da proteina sob condi¢Bes otimizadas foi 13 vezes
maior que sob condigdes ndo otimizadas.

Conforme discutido por Wang et al. (2010) as temperaturas 6timas para o crescimento
celular podem ser prejudiciais para expressdo da proteina uma vez que uma maior taxa de
crescimento levaria a uma maior probabilidade de perda de plasmideos. Temperaturas mais
baixas e, correspondentemente, menores taxas de crescimento sdo normalmente associados
com maior producdo de proteinas soluveis, dependendo das caracteristicas da proteina
heterdloga.

Larentis et al. (2011) avaliaram a influéncia das condic¢des de indugdo no nivel de
expressao da proteina recombinante PsaA (rPsaA) (Pneumococcak surface adhesin A) em
Escherichia coli. Os ensaios foram conduzidos em incubador rotativo utilizando o

planejamento experimental a fim de verificar a influéncia de trés varidveis: concentracdo de
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IPTG (0,1 e 1 mM), temperatura (20 e 37°C) e tempo de inducéo (4 e 22 h). Observou-se 0
aumento da expressdo da proteina na seguintes condi¢es de inducdo: concentracdo de 1mM
de IPTG, a temperatura 6tima de expressao 20°C e o tempo de induc¢éo ideal de inducdo de 4
horas.

Pei et al. (2011) estudaram a producdo do 2-deoxiribose-5-fosfato aldolases (DERA)
em Escherichia coli BL21 utilizando a lactose como molécula indutora. Uma estratégia de
alimentacdo exponencial foi implantada, controlando-se a taxa de crescimento especifico em
0,15 h™. Os resultados indicaram que a concentragdo de lactose na alimentacdo afeta
diretamente a expressdo da proteina de interesse. Observou-se que 0 processo descontinuo-
alimentado conseguiu manter a concentra¢do do inbidor acido acético inferior a 0,5 g/L, ndo

exercendo o seu efeito inibitério.

2.9 — Formacéo do acido acético em Escherichia coli

A excrecdo e acumulo de acidos organicos € um problema no cultivo de muitas
linhagens bacterianas. Dentre uma variedade de metabdlitos, o &cido acético tem provado ser
o principal componente responsavel pela reducdo do desempenho do processo. Ele inibe o
crescimento celular e a sintese de proteina quando se acumula acima de certa concentracdo
(Luli & Strohl, 1990). Conforme estudos realizados por Xue et al. (2010) concentracdes de
acido acético de 0,9 a 1,5 g/L sdo inibitorias para o crescimento celular e para expressdo de
proteinas recombinantes. Entretanto, estes valores devem ser tomados apenas como
indicativos, pois o nivel de producdo de &cido acético e a concentracdo inibitéria que inibem
parcial ou completamente o crescimento dependem da cepa de E. coli utilizada.

O acetato € o principal produto das vias fermentativas de E. coli, mas € um inibidor do
crescimento e da sintese de proteina heterologa. Alguns autores citam que a formagéo de
acetato € mais acentuada em meios de cultivo complexo do que em definido. Uma maior
concentracédo de extrato de levedura pode acarretar numa maior concentracdo de subprodutos
no meio de cultivo, como por exemplo, o acido acético (Rossi, 2001; Casey et al., 2010).

Conforme Suarez & Kilikian (2000) destacaram a concentracdo de glicose, oxigénio
dissolvido e a velocidade especifica de crescimento como fatores chaves para a formagéo de
acido acético que podem ser controlados empregando processos batelada alimentada, que sao
utilizados para atingir alta concentracdo celulares, controlando a velocidade especifica de
crescimento, evitando a reducdo do oxigénio dissolvido e a formacdo de produtos

fermentativos. A formacéo de acetato bem como sua atividade inibidora tem sido evitada com
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sucesso pelo controle da concentracdo da fonte de carbono no caldo fermentativo a niveis
limitantes utilizando estratégias, tais como: a alimentacéo exponencial de nutrientes, controle
da concentracdo do oxigénio dissolvido, monitoramento da concentracdo da fonte de carbono.
Sob limitacdo da fonte de carbono ndo apenas a formacgédo de acetato é suprimida como as
celulas também assimilam o &cido acético e o convertem em massa celular, resultando em
baixas concentracdes (Gombert & Kilikian, 1997; Wang et al., 2010). O acetato é produzido
quando o fluxo de carbono pelo caminho metabdlico principal excede a demanda biossintética
e a capacidade de geracdo de energia da celula. Concentracdes de acetato acima de 0,5 g/L
reduzem a taxa de crescimento, o rendimento em biomassa e a maxima concentracéo atingivel
em cultivos de altas densidades celulares. Além disso, o acetato tem efeito deletério maior em
culturas recombinantes que em culturas ndo recombinantes e a producdo de proteinas
recombinantes é significamente reduzida pelo seu acimulo (Hoffmann et al., 2004; Jana &
Deby, 2005; Eiteman & Alteman, 2006; Tian et al., 2011).

Existe uma relacéo inversa entre a concentracdo de oxigénio no meio de cultivo e a
formacdo de acetato. Esse acumulo de acetato reduz o gradiente eletrogquimico em torno da
membrana da bactéria, necessario para sintese de ATP. Assim, concluiram que a deficiéncia
de oxigénio é um fator importante na excrecdo de &cido acético, pois 0 mesmo forcard a
glicose a ir para o caminho fermentativo e o acido acético é formado quando o fluxo de
carbono excede a capacidade do caminho fermentativo. Consequentemente, contribuindo para
inibicdo do crescimento celular e producdo da proteina recombinante (Gombert & Kilikian,
1998; Zhang et al., 2010).

Segundo Tian et al. (2011) existe a possibilidade de se utilizar uma resina de troca
ibnica para remover o &cido acético dos cultivos em Escherichia coli com o objetivo de
aumentar a producdo da proteina Interferon alpha-2b. Desta forma, muitas técnicas de
engenheria tém sido aplicativos para diminuir a excre¢do e acumulo de acido acético,
incluindo dialises, método que remove fisicamente o acido acetico do meio de cultivo.
Destaca-se que esse método ndo é apropriado para aplicacdo industrial devido ao elevado
custo e dificuldades préaticas em realizar esse processo. Outra técnica é estabilizar o oxigénio

dissolvido pelo controle do suprimento de oxigénio.
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3. Material e métodos

Neste capitulo s&o apresentadas as metodologias utilizadas para a realizagdo dos ensaios
experimentais propostos neste trabalho. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Para alcancar o
objetivo central, estudar a influéncia das condi¢des de cultivo na producgdo de antigenos (648 e
503) de Leishmania i. chagasi em cultivos realizados em incubador rotativo e biorreator, foi
necessario realizar ensaios inicialmente em incubador rotativo nas condi¢cdes de cultivo
encontradas na literatura. Apds a definicdo do melhor meio para o crescimento dos clones e a
partir do clone que apresentou melhor comportamento cinético, realizou-se o procedimento de
indugéo por IPTG ou lactose, a fim de comparar a acdo desses indutores e determinar 0 meio
mais adequado na expressdo de antigenos recombinantes (648 e 503). Posteriormente, 0s
estudos foram realizados em biorreator de bancada, em condi¢bes similares a obtidas em
incubador rotativo. Em seguida, definiu-se o indutor e meio mais adequado para sintese da
proteina de interesse. Finalmente, realizou-se um estudo da influéncia da velocidade de agitacdo
em biorreator de bancada nas melhores condi¢bes estudadas preliminarmente, clone 503
cultivado no meio 2xTY induzido por lactose. Os cultivos realizados em incubador rotativo e
biorreator foram efetuados a fim de serem realizadas as analises para determinacdo da
concentragdo celular (X), da concentracdo do substrato pelo Método carbono organico total
(TOC) (Apha, 1988), concentracdo de acido acético por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), concentracdo de proteina intra e extracelular pelo método de Lowry
(Lowry et al.,1951), bem como para a avaliagdo da expressao da proteina de interesse por
eletroforese (Laemmli, 1970).

3.1- Micro-organismo

No presente trabalho utilizou a cepa de Escherichia coli M15 que contém o plasmideo
pQE-30 (Qiagen, Valencia, CA) para expressdo de antigenos de L. i. chagasi, apresentando
uma cauda (“tag”) de seis residuos de histidina em sua terminacéo.

A cepa Escherichia coli M15 contendo, os antigenos 648 e 503, utilizados nesse
estudo foi gentilmente cedida pela Dra. Mary Wilson (University of lowa, U. S. A). De
acordo com a literatura, o peso molecular do antigeno 648 é de 24 kDa, e a do antigeno 503 é
de 56 kDa (Martins et al., 2006).
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3.2- Meios de cultivos utilizados nos ensaios em incubador rotativo e
biorreator

Todos os meios de cultivo abaixo descritos foram preparados usando-se &gua
destilada, esterilizados em autoclave a 120°C, durante 20 minutos, e depois suplementados
com antibidticos (Item 3.2.1), conforme Hortsch & Weuster-Botz (2011). A composi¢édo

desses meios pode ser verificada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do dos meios de cultivo 2xTY e TB.

Composicao (g.L™%)

Nutrientes

Meio de cultivo 2xTY Meio de cultivo TB
Triptona 16,00 12,00
Extrato de levedura 10,00 24,00
NaCl 5,00 -
KH,PO, - 2,31
K,;HPO, - 12,54
Glicerol (mL) - 4,00
pH 7,0 7,0

* - (Ausente)

3.2.1- Antibidticos

As solucOes de antibidticos foram preparadas com agua deionizada e esterilizadas por
filtracdo em membrana de 0,22 um em condi¢Oes de assepsia. Apds esterilizagdo, estas
solugdes foram armazenadas a -20°C.

e Ampicilina- estoque 100 mg/mL (concentracdo de trabalho: 100ug/mL);

e Kanamicina- estoque 25 mg/mL (concentragdo de trabalho: 25ug/mL).
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3. 3 - Determinacdo da estabilidade do plasmideo

A estabilidade do plasmideo foi determinada em diferentes tempos do cultivo. A
amostra da suspenséo celular retirada do incubador rotativo ou do biorreator de bancada foi
diluida adequadamente em solucéo salina (NaCl 0,85%) e¢ 100 uL foi semeado para uma placa
LB/agar sem antibiotico. Apds 24 h, repicaram-se o0 nimero de coldnias que cresceram, para
uma placa com 25 mg/L de kanamicina e para outra placa sem kanamicina (controle), as
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Calculou-se entdo, 60% das colbnias que
cresceram na placa com o antibiético em relacdo as coldnias que cresceram na placa sem
antibiotico (Losen et al., 2004;Vidal et al., 2005).

3.4 - Preparo do Indculo

O estoque das cepas de Escherichia coli M15 (648 e 503) contendo os antigenos 648 e
503 foi armazenado a -80°C em microtubos com glicerol a 50%. Para ativacdo do micro-
organismo, 200 pL desse microtubo foi transferido assepticamente para 50 mL do meio
(2xTY ou TB), previamente esterelizado e suplementado com antibidticos em frascos de
Erlenmeyer 250 mL. Esse cultivo inicial foi realizado em incubador rotativo a 37°C e 200
rpm, por 12 horas. Esta suspensao constituiu o indculo dos ensaios conduzidos em incubador

rotativo e biorreator.

3.5 - Cultivos em incubador rotativo

Nos ensaios em incubador rotativo, 45 mL dos dois meios de cultivo estudados (2xTY
ou TB, pH 7,0), em Erlenmeyer de 250 mL, foram inoculados com 5 mL do in6culo e
incubados a 200 rpm e 37°C por 14 horas. Amostras foram coletadas a cada hora, em seguida,
analises da concentracdo de biomassa, substrato e proteina foram realizadas.

A Figura 3 ilustra o esquema do processo fermentativo realizado em incubador

rotativo e biorreator de bancada.
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Figura 3- Procedimento dos processos fermentativos realizados em incubador rotativo e biorreator.

3.6 - Cultivos em biorreator de bancada

Foram realizados cultivos descontinuos, primeiramente, em incubador rotativo com
velocidade de agitacédo, temperatura e pH controlado, conforme a literatura (200 rpm, 37°C e
pH 7). Posteriormente, reproduziu-se as condi¢bes dos ensaios em biorreator de bancada
Biostat B (B. Braun Biotech International) de volume atil 1,5 L, providos de sistemas de
controle de temperatura, pH, velocidade de agitacdo e vazdo de aeracdo (Figura 3). Para 0s
ensaios em biorreator, 1350 mL dos dois meios de cultivo estudados (2xTY ou TB) foram
inoculados com 150 mL de in6culo na fase exponencial de crescimento. No cultivo, o pH do
meio foi mantido em 7,0 através da adicdo automatica de uma solucdo de NH,OH 25% ou
HCI 1N. Para todos os ensaios conduzidos em bioreator a vazdo de aeracdo foi mantida
constante de 1-1,5 vvm. Apo6s o inoculo, as amostras foram coletadas de hora em hora durante
0 periodo de aproximadamente 14 horas, em seguida, analisou-se as concentra¢fes de
susbtrato, biomassa e proteina. A Figura 4 ilustra o biorreator de bancada onde foram

realizadas as fermentagdes.
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Figura 4 - llustra o biorreator de bancada onde foram realizadas as fermentacdes.

3.7 — Inducéo em cultivos descontinuo realizados em incubador rotativo e
biorreator de bancada

Para entender o efeito de inducéo por IPTG ou lactose sobre o crescimento e expressao
dos antigenos 648 e 503 de Leishmania i. chagasi, os cultivos foram induzidos pela adi¢do de
uma concentracao final de 1ImM IPTG ou adicio da lactose na concentracdo final de 10 g.L™
(Tomazetto et al., 2007), no mesmo instante de inducdo, inicio da fase exponencial de
crescimento quando a densidade dptica (OD s9o nm) atingiu 0,5 (fase log) (Ma et al., 2006;
Sereikaite et al., 2007; Xue et al., 2010). Amostras foram coletadas de hora em hora, do
incubador rotativo ou do biorreator, no periodo de aproximadamente 14 horas.

Posteriormente, as células foram separadas por centrifugacdo (centrifuga Eppendorf
5415 D) a 13.400 g por 30 minutos. O precipitado foi determinado por peso seco a 80°C até
obter peso constante, sendo em seguida rompidas para analise da proteina intracelular, o
sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracao de proteina extracelular, sendo a as
proteinas intracelular e extracelular quantificadas pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951)
e concentracdo de &cido acético por cromatografia liquida de alta performance (CLAE)
utilizando a coluna Shim-Pack SCR-101H (Shimadzu Co., Japan ) com detector de indice de
refracdo — IR a uma temperatura de 65°C . A solucdo de acido sulfarico 0,005 M foi utilizada
como fase mével sob fluxo de 1 mL/min (Lu et al., 2009; Xie et al., 2011).
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Em seguida, os ensaios foram realizados utilizando-se o biorreator de bancada Biostat
B (B. Braun Biotech International) de volume til de 1,5 L. As caracteristicas de operacéo do
processo de todos os ensaios conduzidos em biorreator foram: a temperatura foi mantida
constante a 37°C, o pH mantido em 7 +0,1 pela adicdo de NH,OH 25% ou HCI 1N, sendo a
fracdo do inoculo correspondente a 10% deste volume. A velocidade de agitagdo foi mantida a
200 rpm, a concentracdo de oxigénio dissolvido foi monitorado por um eletrodo polarografico
na faixa de 30% da saturacdo e o fluxo de ar dentro do biorreator variou de 1 a 1,5 L/min. O
polipropileno glicol (PPG) foi utilizado como anti-espumante quando necessario (Lima,
2004).

3.8- Procedimento de inducéo

A expressdo da proteina recombinante deste trabalho foi induzida pela adicdo do
indutor IPTG (isopropil-p-tiogalactosideo) na concentracdo de 1mM ao meio de cultivo, sendo
o instante de inducdo na fase exponencial de crescimento quando atingia-se a densidade ética
(DOsgonm entre 0,4 -0,5) (Ma et al., 2006; Xue et al., 2010). Este procedimento foi realizado
para todos os ensaios em que se realizou a inducdo. O indutor (IPTG) foi dissolvido em agua
deionizada de modo a se obter uma solugéo de concentragdo igual a 1mM. Esta solucdo era
esterilizada por filtracdo através de membrana 0,22 pum e estocada em congelador.

Com base nos estudos realizados por Tomazetto et al. (2007), a lactose, na
concentracdo 10 g/L, foi o suficiente para induzir a expressdo da proteina de interesse do
nosso estudo. Posteriormente, os ensaios do presente trabalho foram submetidos a uma
estratégia de inducdo por lactose, da mesma forma que foi realizada a indugéo por IPTG, a
fim de verificar a influéncia da lactose no crescimento e expressao de antigenos (648 e 503)
da L. i. chagasi. Este procedimento foi realizado para os ensaios conduzidos em incubador

rotativo ou biorreator.

3.9 — Métodos de Analises

Durante os ensaios em incubador rotativo e em biorreator, de hora em hora, uma
aliquota era retirada a fim de serem realizadas as andlises para determinacdo da
concentragdo celular (X), da concentragdo do substrato pelo Método TOC (carbono orgénico
total) (Apha, 1988), concentragdo de acido acético (CLAE), concentracdo de proteina intra e
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extracelular pelo método de Lowry (Lowry et al.,1951), bem como para a avaliacdo da
expressao da proteina de interesse por eletroforese (Laemmli, 1970).

O Fluxograma da Figura 5 apresenta as rotinas de tratamento analitico das
amostras retiradas periodicamente do incubador rotativo ou biorreator durante o cultivo

dos ensaios realizados.

Caldo fermentado

A 4

Centrigugacio:

16100xg por 20 min

Sobrenadante 1 Células

Y L 4
Concentragio Proteina Acido acético Rompimento Massa Seca
Substrato Extracelular (HPLC) celular

A 4
< Proteina Intracelular

A 4

Andlise de Proteinas

y
Purificagdao

Lowry SDS-PAGE

Figura 5 - Fluxograma do procedimento analitico.

3.9.1 — Determinacao da concentracao celular (X)

O monitoramento do crescimento celular nos processos fermentativos foi realizado
através de leitura da absorbancia a 590 nm em espectrofotdometro. O procedimento consiste
em diluir uma aliquota da suspensdo contendo as células dos micro-organismos em meio de
cultivo sem inoculo e realizacdo da leitura da absorbéncia contra um branco com o caldo de

fermentagdo na mesma diluicdo. Para se correlacionar a absorbancia com a massa seca
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celular, foi construida uma curva de calibracdo através da determinagcdo do peso seco das

células, seguido de dilui¢do segundo procedimento descrito por Rodrigues et al. (2003).

3.9.2 — Carbono organico total (TOC)

Para acompanhar o consumo de substrato nos dois meios de cultivos estudados (2xTY
e TB) durante o cultivo dos dois clones (648 e 503), os conteudos de carbono foram obtidos
através de analises TOC por combustdo a alta temperatura com detector infravermelho nao
dispersivo (NDIR), utilizando o sistema TOC-VCPH da marca Shimadzu (Columbia,
MD,USA).

3.9.3 — Rompimento da parede celular

Para o rompimento da parede celular foi utlilizado um tampdo de lise a base de uréia,
cuja composicao é: NaH,PO,4 100 mM, urea 8 M, Tris-Cl 10 mM a pH 8.0. A composicao dos
tampdes pode ser verificada no Anexo I. Primeiramente, as células foram armazenadas em
banho de gelo por 15 minutos; em seguida, ressuspendeu-se em tampéo de lise a base de uréia
e homogeneizou-se por 15 a 60 minutos em vortex a 25°C. Para remover os residuos foi
realizada a centrifugacdo (Eppendorf centrifuge 5415 D) a 16100x g por 30 minutos. As
proteinas intracelulares presente no sobrenante foram transferidas para Eppendorfs e

analisadas posteriormente.

3.9.4 — Quantificacdo do Acido Acético e Lactose

A producdo do metabdlito acido acético e do substrato lactose — foram quantificados
por CLAE. As aliquotas do caldo fermentado foram centrifugadas a 13.400 xg por 30 min. O
sobrenadante foi filtrado com membrana 0,22 um antes de ser analisado em CLAE. As
andlises do &cido acético e lactose foram conduzidas utilizando a coluna Shim-Pack SCR-
101H (Shimadzu Co., Japan ) com detector de indice de refracdo — IR a uma temperatura de
65°C . A solucdo de &cido sulfurico 0,005 M foi utilizada como fase mével sob fluxo de 1
mL/min. O volume de injecdo na coluna foi de 20 puL. O acido acético foi quantificado
utilizando uma curva padrdo (Anexo 3) (0,1- 1,2 g/L) de acordo com Lu et al (2009) e a
lactose foi quantificada utilizando uma curva padréo (0,5- 10 g/L).
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3.9.5 - Purificacdo em batelada de antigenos 648 e 503 de Leishmania i. chagasi
sob condigdes desnaturantes

A sequencia de nucleotideos codificante da proteina de interesse foi inserido no vetor
(pQE-30) (Qiagen, Valencia, CA). A expressdo das proteinas fusionadas em cauda de
histidina permitiu a purificacdo dos antigenos (648 e 503) por cromatografia de afinidade.
Desta forma, o processo de purificacédo foi realizado por cromatografia de afinidade por metal
imobilizado (IMAC) (Qiagen, Valencia, CA) utilizando a resina Niquel Sepharose (GE
HEALTHCARE).

3.9.5.1- Cromatografia de Afinidade por Metal imobilizado (IMAC)

O procedimento para a purificacdo foi o seguinte: 2 mL do caldo fermentado foi
primeiramente centrifugado a 13.400 xg por 30 minutos. Para a purificacdo das proteinas
extracelulares, as amostras foram usadas diretamente. Para o procedimento da purificacdo das
proteinas intracelulares as células foram lisadas conforme descrito no item 3.9.3

Primeiramente 0,5 mL da resina Niquel Sepharose foi adicionada a 2 mL do lisado
(sobrenadante) e homogeneizados em incubador rotativo (velocidade de agitagédo 200 rpm por
30 minutos) a temperatura ambiente. A resina e a amostra foram cuidadosamente transferidas
para a coluna vazia com a parte inferior atachada. Posteriormente, o atachado foi removido e
as amostras coletadas em fluxo continuo. Para entdo serem submetidas a analise SDS-PAGE.
O eluido foi lavado duas vezes com 4 mL de Tampédo C (100 mM NaH,PO,, 8 M urea, 10
mM Tris-Cl, pH 6.3). A proteina foi eluida quatro vezes com 0,5 de Tampdo D (100 mM
NaH,PO,, 8 M urea, 10 mM Tris-Cl, pH 4.5). Posteriormente, a fracdo eluida foi submetida a
analise SDS-PAGE.

A Figura 6 ilustra o procedimento da purificacdo por cromatografia de afinidade dos

antigenos 648 e 503 de L. i. chagasi.
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Figura 6 — Procedimento da purificacdo por cromatografia de afinidade dos antigenos 648 e 503 de L. i. chagasi.

3.9.6 — Determinacao das proteinas totais

A quantificacdo da proteina do extrato celular e da proteina purificada intra e
extracelular foi realizada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). O padrdo de proteima
utilizado foi albumina de soro bovino (MERCK) na concentracdo de 20 a 420 mg/mL

visualizada no Anexo 2.

3.9.6.1 — Eletroforese de Proteinas sob condi¢fes desnaturantes (SDS-PAGE).

A avaliacdo da expressdo da proteina de interesse foi determinada por eletroforese,
conforme descrito por Laemmli (1970).

As amostras antes de serem aplicadas no gel concentrador foram diluidas em tampé&o
de amostra (Tris-HCI 12 mmol/L (pH=6,8), glicerol 25%, SDS 0,4%, 2-mercaptoetanol 2
mmol/L e azul de bromofenol 0,02%) na presenca de agentes desnaturantes (SDS) e redutores
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(B-mercaptoetanol) que quebram as ligagdes dissulfeto. Dessa forma, todos os complexos
SDS-polipeptideo possuem densidade de cargas idénticas e migram em géis de poliacrilamida
com porosidade adequada estritamente em funcdo da massa molecular. Assim, as proteinas
sdo separadas em fungdo do seu tamanho e as amostras aplicadas no gel migram em direcédo
ao eletrodo positivo (Silva Janior, 2001). A concentracdo do gel separador foi de 15% e foi
preparado pela adi¢do de 5 mL de solucdo estoque de acrilamida (29,2% de acrilamida e 0,8%
de bis-acrilamida), 2,5 mL de Tris-HCI 1,5 mol/L (pH= 8 ), 300 uL de SDS 10%, 150 pL
persulfato de aménio 10%, 10 uL de Temed e H,O destilada para um volume final de 10 mL.
O gel empilhador continha 0,6 mL de solucdo estoque de acrilamida, 1mL de Tris-HCI 0,5
mol/L (pH=6,8), 240 pL de SDS 10%, 75 pL de Persulfato de amonio 10%, 4 pL de Temed e
agua destilada para um volume final de 4 mL. As amostras misturadas a esse tampdo foram
desnaturadas por aquecimento a cerca de 90°C e 5 minutos. As corridas foram realizadas a
150 V por 1 hora em tampéo de corrida (Tris 25 mmol/L, Glicina 192 mmol/L e SDS 0,1%,
pH= 8,3). Ap6s o término da corrida, o gel obtido foi revelado pelo método de nitrato de prata

(Blum et al., 1987). A Figura 7 representa a esquematica da eletroforese.

Aplicagéo das

amostras
Pdlo negativo a/ Cuba
o S eletrolitica
:‘13:7)—:':\, A

Tampéo

v
+

Migragdo das bandas no gel. Bandas com
maior peso molecular ficam na parte superior,

Tampéo :
P ehandas com menor peso, na parte inferior.

Figura 7 - Representacdo esquematica da eletroforese
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4. Resultados e Discussao

4.1 — Ensaios para a avaliacdo da cinética de crescimento dos clones 648 e
503 em duas diferentes composic¢des de meios de cultivo sem inducéo

4.1.1 — Ensaios para a avaliacdo da cinética de crescimento dos clones 648 e 503

Um primeiro conjunto de ensaios foi realizado com o objetivo de se conhecer o
comportamento cinético dos dois clones recombinantes (648 e 503) em dois meios de cultivo
com diferentes composicGes complexas (2xTY, TB) suplementados com antibidticos para
garantir o crescimento dos clones que contém o plasmideo, sem adi¢do do indutor, a fim de
avaliar o comportamento da cinética de crescimento. Posteriormente, verificou-se qual desses
dois meios se apresenta mais favoravel ao crescimento de cada clone. Analisou-se, assim,
qual dos dois clones apresentou melhor comportamento, em termos de crescimento, nos
respectivos meios. A partir desses experimentos, pode-se também avaliar o melhor instante de
inducdo para se realizar o procedimento de inducdo nos ensaios que tiveram o objetivo de
avaliar a expressdo das proteinas (648 e 503).

Os ensaios foram conduzidos em incubador rotativo (shaker) adotando-se uma
temperatura de 37°C, freqliéncia de agitacdo de 200 rpm, pH inicial 7, em Erlenmeyer com
capacidade de 250 mL, contendo 50 mL dos respectivos meios de cultura.

Os comportamentos da concentragdo celular e consumo de substrato, ensaios FO3,

FO4, F11 e F12 estdo representados nas Figuras 8 a 11.
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Figura 8- Perfil do crescimento celular (A) e consumo de substrato (m) para o clone 648 no meio 2xTY, a 37°C
e 200 rpm, ndo induzido.
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Figura 9 - Perfil do crescimento celular (A) e consumo de substrato (m) para o clone 648 no meio TB, a 37°C e
200 rpm, ndo induzido
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Figura 10 - Perfil do crescimento celular (A) e consumo de substrato (m) para o clone 503 no meio 2xTY, a
37°C e 200 rpm, ndo induzido.
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Figura 11 - Perfil do crescimento celular (A ) e consumo de substrato (m) para o clone 503 no meio TB, a37°C e
200 rpm, ndo induzido

A partir dos resultados obtidos dos ensaios, ndo induzidos, FO3/F04-648 2xTY/TB e
F11/F12-503 2xTY/TB, foram obtidos os parametros cinéticos, cujo valores sdo mostrados na
Tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros cinéticos referentes aos ensaios sem inducdo em incubador rotativo.

Xax Txmax So St (So- Sy) Mymax P Y.  Ac. Acético

Fizsai“ @) () @L @) @) () @h @) (@
P e 325 7 108 342 738 017 165 277 354
. 482 T 240 300 2100 028 127 477 380
o .y 336 10 1366 1160 206 020 113 323 055
P2 428 8 2480 2023 457 019 231 362 212

*Acido acético-Metabdlito inibidor
* tumax - T €MPO para atingir a maxima concentracgéo celular

* P, Produtividade no instante de indugéo

Observando-se o perfil de crescimento dos clones 648 e 503 no meio 2xTY (Figuras 8
e 10), nota-se a presenca de uma fase “lag” diferentemente do comportamento no meio TB
(Figuras 9 e 11), no qual verifica-se a auséncia de fase “lag”, sugerindo uma boa adaptacgdo do
metabolismo dos clones 648 e 503 quando cultivados no meio TB. Com relagdo ao consumo
de substrato pelos dois diferentes clones, observa-se que tanto o 648 como o 503
apresentaram um rapido consumo do substrato nas primeiras quatro horas de cultivo para os
dois meios, 2xTY e TB, 0 que coincide com a duracdo da fase exponencial de crescimento.
Apos as trés horas de cultivo a concentracdo de substrato ndo apresenta grandes variacdes de
concentracdo, sugerindo baixo consumo de substrato até atingir a fase estacionéria.
Entretanto, o clone 648, no meio TB, apresentou um maior fator de conversdo de substrato a
célula Y, (4,77 g9.9") quando comparado ao clone 503 no mesmo meio (3,62 g.g™).

Para o clone 648, ensaios FO3 (Meio 2xTY) e FO4 (Meio TB), nota-se que a mudanca
de composicdo do meio de cultivo acarretou um incremento de 48% na concentracdo celular
de (3,25 g/L) para (4,82 g/L), com fator de conversdo de substrato a células (4,77 g.g) e
velocidade especifica maxima de crescimento (0,28 h™) superior ao valor obtido no meio
2xTY. A maior concentracao celular alcangcada no meio TB pode ser atribuida ao fato do meio
ser rico em extrato de levedura, sais de fosfato, além do glicerol como fonte extra de carbono
quando comparado ao meio de cultivo 2xTY, pois a alta concentracdo de fosfato pode ser
importante para a obtengéo de altas densidades celulares em cultivos de E. coli, tornando-se
um nutriente limitante quando presente em baixas concentragdes. Além de proporcionar uma
fonte de fosfato, como os sais de fosfato, favorecendo a capacidade de tamponamento e
evitando flutuagdes de pH que podem afetar negativamente a atividade metabolica da E.coli
(Krause et al., 2010).
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Para o clone 503, ensaios F11 (Meio 2xTY) e F12 (Meio TB), nota-se que a mudanca
de composicdo do meio de cultivo acarretou um incremento de 27,3% na concentracdo celular
de (3,36 g/L) para (4,28 g/L), com fator de conversdo de substrato a células (3,62 g.g) e
produtividade em células (2,31 g/L.h) superior a valores obtidos no meio 2xTY onde obteve-
se fator de conversdo no valor de (3,23 g.g™%) e produtividade em células (1,13 g/L.h).

Mais uma vez reforcando a importancia do glicerol, presente no meio TB, que sendo
uma fonte de carbono mais facilmente assimilavel, pode ter contribuido no crescimento desses
clones. O meio 2xTY, caracterizado pela auséncia do glicerol provavelmente possui menor
quantidade de precursores para a sintese de macromoléculas, assim as células tém de sintetiza-
las requerendo mais energia para um determinado valor da concentragdo celular. Avaliando o
comportamento dos clones (648 e 503) nos meios de cultivos estudados (2xTY e TB), 0 meio
TB apresentou-se mais favoravel ao crescimento dos dois clones, talvez por possuir uma maior
quantidade de carbono e fésforo (maior concentracdo de extrato de levedura, além do glicerol).

Comparando-se os quatro ensaios (FO3, FO4, F11, F12), foi observado que o ensaio
FO4 (clone 648 meio TB) apresentou maior valor de concentracdo maxima (Xmax) 4,82 g/L,
fator de conversdo de substrato a célula de 4,77 g.g™" e velocidade especifica méxima de
crescimento de 0,28 h™*, pode-se observar que apesar dos parametros cinéticos indicarem que
0 clone 648 apresentou melhor comportamento, em termos de crescimento, entretanto, a
elevada producédo do acido acético, conhecido como forte inibidor, pode ser considerado uma
fator limitante, principalmente nos ensaios onde se adicionava indutor a fim de avaliar
processo de sintese das proteinas heterdlogas.

E importante ressaltar que por mais que sejam empregadas modernas estratégias em
cultivos aerdbios de E. coli, ocorre a excrecdo para meio de cultivo de produtos da
fermentacdo, dentre estes, o principal é o acido acético, cujo acumulo ocasiona inibicdo do
crescimento celular e da formacdo de proteinas heterdlogas (Luli & Strohl, 1990; Suarez &
Kilikiam, 2000; Vougaris et al., 2011).

Xue et al. (2010) demonstram que os niveis de excre¢do de acido acético e a inibicéo
por este produto s&o dependentes da cepa de E.coli e das condi¢cbes do meio empregadas,
havendo em cada caso uma concentracgdo limite acima da qual estes efeitos sdo observados.

No presente estudo, a formacdo e acumulo do &cido acético pelo metabolismo da E.
coli pode ser verificada nas Figuras 12 e 13, dos clones 648 e 503 nos dois meios de cultivo
(2xTY e TB).
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Figura 12 - Concentragdo de &cido acético para o clone 648 cultivado no meio 2xTY e TB, a 37°C e 200 rpm,
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Figura 13 - Concentragdo de &cido acético para o clone 503 cultivado no meio 2xTY e TB, a 37°C e 200 rpm,
n&o induzido.

Na Figura 12, observa-se que a maxima concentracao de &cido acético atingiu o valor
de 3,8 g/L no meio TB, para o clone 648, o que ocorreu as 7 horas do cultivo, final da fase
exponencial. Correlacionando o perfil de crescimento celular (Figura 9) com o acumulo de
acido acético (Figura 12) do clone 648 no meio TB, observa-se que ocorreu inibicdo do
crescimento celular a partir de 7 horas de cultivo, instante que coincide com a maxima
concentracdo de acido acético. Neste mesmo instante, Figura 13, o clone 503 também atingiu
a maxima concentracdo de acido acetico 2,2 g/L, s0 que 58% inferior em relagdo ao clone
648. A alta complexidade do meio TB associada a elevada concentracdo de extrato de
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levedura (24 g/L) quando comparado com o meio 2xTY (10 g/L), pode ser o fator responsavel
pela producdo acentuada de cido acético.
As Figuras 14 e 15 ilustram um comportamento semelhante para o perfil de

produtividade em células dos clones (648 e 503) para todos 0s ensaios ndo induzidos.
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Figura 14 - Produtividade em células para o clone 648 cultivado no meio 2xTY e TB, a 37°C e 200 rpm , ndo
induzido.
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Figura 15 - Produtividade em células para o clone 503 cultivado no meio 2xTY e TB, a 37°C e 200 rpm, ndo
induzido.

Para o clone 648 (Figura 14) pode-se observar que para a produtividade em células do

ensaio FO3 (clone 648 meio 2xTY) : P (1,65 g/L.h) foi 29% superior quando comparado ao
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ensaio FO4 (clone 648 meio TB) : Py (1,27 g/L.h). Com relagéo ao clone 503 cultivado nos
dois meios (2xTY e TB) (Figura 15) houve um acréscimo em aproximadamente 88% na
produtividade em células do ensaio F11 (clone 503 meio 2xTY) com Py (1,13 g/L.h) quando
comparado ao ensaio F12 (clone 503 meio TB) que apresentou produtividade em células com
Px (2,31 g/L.h). A presenca do glicerol, nutriente particular ao meio TB, além do fosfato
parece favorecer o crescimento destes clones (Krause et al., 2010).

4.1.2 — Ensaios em incubador rotativo com inducéo por IPTG visando analisar a
expressao da proteina

A partir dos resultados obtidos nos ensaios anteriores (item 4.1.1), no segundo
conjunto de ensaios foi realizado o procedimento de inducdo por IPTG, para uma
concentracdo final no meio de 1mM, nas mesmas condi¢des dos ensaios sem inducdo com
velocidade de agitacdo, temperatura e pH controlados (200 rpm, 37°C, 7,0) conduzidos em
incubador rotativo.

A expressdo das proteinas recombinantes 648 e 503 deste trabalho foram induzidas
pela adicdo ao meio de cultivo do indutor IPTG, sendo o instante de inducdo escolhido o
inicio da fase exponencial (t = 1 h) correspondendo a densidade 6tica (DOsgonm entre 0,4 - 0,5)
(Ma et al., 2006; Xue et al., 2010). Este procedimento foi realizado para todos os ensaios em
que se realizou a indugéo.

Neste contexto, a fim de verificar a influéncia da composicdo dos meios testados
(2XTY e TB) na expressdo de antigenos recombinantes (648 e 503) de Leishmania i. chagasi
foram realizados quatro ensaios.

O comportamento do crescimento, consumo de substrato e a proteina total para os

ensaios FO1, F02, F13, F14 estdo representados nas Figuras 16 a 19.
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Figura 16 - Perfil do crescimento celular (A), consumo de substrato (m) e proteina total (A) para o clone 648
cultivado no meio 2xTY em incubador rotativo a 37°C e 200 rpm, induzido por IPTG.

A Figura 16 apresenta 0 comportamento do crescimento celular, consumo de substrato
e proteina total (intra e extracelular) para o ensaio FO1 (Meio 2xTY clone 648). A
concentracdo maxima de proteina total (intra e extracelular) atingida no cultivo do clone 648
no meio 2xTY foi de 0,21 g/L. A expressdo da proteina total apresenta comportamento
associado ao crescimento, com uma expressao especifica maxima (Ppx) no valor de (0,06 9.9~
1 no instante de 6 horas de cultivo, correspondendo & maxima fracéo de proteina que a célula
pode acumular antes de iniciar a lise (Larentis et al., 2011). Esta diminui¢do da concentracao
da proteina 648 poderia ser explicada pelo fato de que a célula, ao ter limitada sua fonte de
carbono e outros nutrientes no meio, ativa suas proteases, hidrolisando as proteinas internas

para satisfazer suas necessidades energéticas e nutricionais (Tomazetto et al., 2007).
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Figura 17 — Perfil do crescimento celular (A) consumo de substrato (m) e proteina total (A) para o clone 648
cultivado no meio TB em incubador rotativo a 37°C e 200 rpm, induzido por IPTG.

A Figura 17 apresenta o comportamento do crescimento celular, consumo de substrato
e proteina total (intra e extracelular) para o ensaio FO2 (Meio TB clone 648). A concentracdo
méaxima de proteina total (intra e extracelular) atingida no cultivo do clone 648 no meio TB
foi de 0,021 g/L. No meio TB, observou-se para o clone 648 uma expressdao especifica
méxima (Ppx) no valor de (0,005 g.g ) no instante de 5 horas de cultivo, outra vez, a lise
celular, deve estar associada ao acumulo da proteina e a auséncia de um sistema de secrecao
para uma eficiente liberacdo da proteina recombinante para o meio de cultura. Esta
diminuicdo, de aproximadamente 10 vezes, na concentracdo da proteina 648 podendo ser
atribuida a acdo das proteases ativadas pela limitacdo da fonte de carbono e outros nutrientes
(Tomazetto et al., 2007), comportamento similiar ao observado no ensaio FO1 (Meio 2xTY
clone 648). O efeito da composi¢do do meio TB parece provocar um comportamento diduxico

deslocamento o metabolismo de sintese para formacao da biomassa.
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Figura 18 — Perfil do crescimento celular (A) consumo de substrato (m) proteina total (A) para o clone 503
cultivado no meio 2xTY em incubador rotativo a 37°C e 200 rpm, induzido por IPTG.

A Figura 18 apresenta 0 comportamento do crescimento celular, consumo de substrato
e proteina total (intra e extracelular) para o ensaio F13 (Meio 2xTY clone 503). A
concentracdo méaxima de proteina total (intra e extracelular) atingida no cultivo do clone 503
no meio 2xTY foi de 0,083 g/L. A expressdo da proteina total também apresentou
comportamento associado ao crescimento, com uma expressdo especifica maxima (Pp/x) no
valor de (0,031 g.g ™) um pouco antes de 6 horas de cultivo. Mais uma vez observou-se o
possivel efeito da limitacdo da fonte de carbono e nutrientes no meio. Observa-se também um
comportamento dialxico que consiste na reducdo da proteina total com o aumento da

biomassa.
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Figura 19 - Comportamento do crescimento celular ( A) consumo de substrato (m) e proteina total
(A) para o clone 503 cultivado no meio TB em incubador rotativo a 37°C e 200 rpm, induzido por IPTG.

A Figura 19 apresenta o comportamento do crescimento celular, consumo de substrato
e proteina total (intra e extracelular) para o ensaio F14 (Meio TB clone 503). A concentracdo
méaxima de proteina total (intra e extracelular) atingida no cultivo do clone 503 no meio TB
foi de 0,080 g/L.

Outra vez expressdo da proteina total apresenta comportamento associado ao
crescimento, com uma expressdo especifica maxima (Ppx) no valor de (0,0151 g.g ™) no
instante de 5 horas de cultivo. Esta diminuicdo da concentracdo de proteina 503 poderia ser
explicada pela acdo das proteases, hidrolisando as proteinas internas para satisfazer suas
necessidades energéticas e nutricionais.

A partir dos resultados obtidos dos clones 648 e 503 cultivados nos dois meios (2xTY
e TB), ensaios F01/F02-648 2xTY/TB e F13/F14-503 2xTY/TB, foram estimados o0s

parametros cinéticos, cujo valores sdo mostrados na Tabela 5.
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Tabela 3- Par@metros cinéticos obtidos dos ensaios com indugéo por IPTG em incubador rotativo.

Ensaios  Xma  Ac.Acético Tt Mxmax Ly [Proteinaintra]  t[Prot] Poix Up
) ) /g.h
@O @O ) Y B we@D) ) @ 9O
FO1
iy 313 3,90 5 029 030 0,18 6 0,066 0,031
F02
545 413 8 017 0,18 0,01 5 0,005 0,002
648/TB
F13
210 046 9 014 018 0,05 6 0,031 0,011
503/2xTY
F14
560 1,28 11 009 0,12 0,05 5 0,015 0,005

503/TB

* Ac. Acético-maxima concentracdo de &cido acético

* W Velocidade especifica de crescimento no instante de inducdo
* Umax - Velocidade maxima especifica de crescimento

* Ppx. Producdo especifica de proteina

Na cinética de crescimento do micro-organismo, quando comparados os ensaios FO1
(clone 648 em meio 2xTY) e FO2 (clone 648 em meio TB) induzidos por IPTG, nota-se que a
mudanca de composi¢do do meio acarretou um incremento de 74% na maxima concentracéo
celular de 3,13 g/L para 5,45 g/L.

Para o clone 503, os ensaios F13 (clone 503 em meio 2xTY) e F14 (clone 503 em
meio TB) induzidos por IPTG, observa-se que mais uma vez a presenca do glicerol na
composicdo do meio TB, provocou um incremento de aproximadamente 167% na
concentracdo celular final (de 2,10 g/L para 5,6 g/L). Entretanto, com relagdo a expressao da
proteina nota-se melhores resultados no meio 2xTY.

Para o clone 648 cultivado no meio 2xTY, a alta taxa de crescimento especifico (L)
no momento de inducdo (0,30 h™), resultou no aumento acentuado no rendimento especifico
da proteina atingida (0,066 g/g), quando comparado com o cultivo no meio TB que atingiu o
valor de 0,005 g/g. Elevada velocidade de sintese p, (0,031 g/L.h), foi também observado no
meio 2xTY, conforme mostra a Tabela 5. Pode-se observar que 0 meio 2xTY parece ser o
mais favoravel para sintese de proteina. A concentracdo de acido acético foi verificada no
meio TB (4,13 g/L), levemente superior quando comparado ao meio 2xTY (3,9 g/L), 0 que
pode estar promovendo a inibicdo da sintese da proteina 648 cultivada no meio TB (Krause et
al., 2010).

Vale salientar que no ensaio F14 (clone 503 em meio TB) a velocidade especifica de
crescimento no instante da inducdo py (0,12 h™) é inferior & velocidade especifica de
crescimento i, atingida (0,18 h™) do ensaio F13 (clone 503 meio 2xTY), 0 que pode ter
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provocado (no meio TB) uma velocidade de sintese protéica mais lenta p, (0,002 g/g.h)
resultando em baixa producéo especifica Ppx (0,005 g.g™) enquanto que para o meio 2xTY a
producdo especifica foi 0,03 g.g*. Portanto, analisando-se os pardmetos cinéticos
supracitados, pode-se ressaltar que as condi¢fes fisioldgicas e metabolicas da E. coli no
momento de inducdo sdo de extrema importancia para viabilizar a sintese protéica (Hellmut et
al., 1994; Tian et al., 2011).

A maioria das proteinas sintetizadas naturalmente em Escherichia coli é intracelular,
acumulando-se no citoplasma e resultando muitas vezes na formacéo de corpos de incluséo,
que sdo agregados insolUveis e inativos (Donovan et al., 1996; Rossi, 2001; Tran et al., 2010).

Neste sentido, a fim de investigar o tipo de expressao (intra ou extracelular) dos
antigenos 648 e 503 de Leishmania i. chagasi com inducdo por IPTG utilizando os dois
diferentes meios (2xTY e TB), as Figuras 20A a 20D, apresentam a producdo da proteina intra
e extracelular, dos clones 648 e 503 nos meios (2xTY e TB), FO1/F02-(648/2xTY/TB),
F13/F14-(503/2xTY/TB) ensaios induzidos por IPTG em incubador rotativo.
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Figura 20 - Produgéo da proteina intra (0) e extracelular (o) induzido por IPTG em incubador rotativo a 37°C e
200 rpm : (A) ensaio FO1 (648/2xTY), (B) ensaio F02 (648/TB), (C) ensaio F13 (503/2xTY), (D) ensaio F14
(503/TB).

Em termos de localizacéo verificou-se que as proteinas 648 e 503 sdo armazenadas
intracelularmente. Em se tratando do clone 648 (Figura 20A, 20B) pode-se observar que
concentracdo maxima da proteina 648 intracelular no meio TB (0,018 g/L) foi 10 vezes menor
guando comparada a concentracdo maxima da proteina intracelular atingida no meio 2xTY
(0,18 g/L). E que logo apds inducdo houve incremento na concentragdo de proteina atingindo
a concentracdo maxima da proteina intracelular a&s 4 horas de cultivo, portanto, neste
momento, a célula retém a maior parte da proteina sintetizada. Apds este instante, ocorreu um

decréscimo da proteina intracelular e uma elevacdo da proteina extracelular, podendo ser
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decorrente da lise celular proveniente de uma saturagdo da protéina no interior da célula. Este
comportamento foi similar para o clone 503, pode-se observar, Figuras 20 (C e D), a méxima
concentracdo da proteina intracelular cultivada nos meios 2xTY e TB foi 0,05 g/L as 4 horas
de cultivo. Outra vez pode-se obsrevar que para o clone 503, que em termos de expresséo, 0
meio 2xTY foi o mais adequado, talvez por possuir uma quantidade elevada de triptona
suprindo a bactéria com aminoacidos e vitaminas suficientes que pode ter favorecido a sintese
protéica. Estes resultados mostraram que o extrato de levedura pode aumentar a producéo de
acido acético, particularmente, no meio TB. Além disso, a baixa concentracdo de extrato de
levedura em relagdo ao meio TB talvez tenha promovido um menor acumulo do inibidor
acido acetico (Kilikian et al., 2000; Rossi, 2001).

4.1.3 — Ensaios com inducéo por IPTG em biorreator de bancada

Esse conjunto de ensaios foi submetido a um procedimento de inducéo por IPTG a fim
de verificar a influéncia da inducdo na expressdo de antigenos (648, 503) de Leishmania i.
chagasi em biorreator de bancada.

As Figuras 21A e 21B mostram o comportamento do crescimento celular, consumo de
substrato e producdo da proteina 648 intracelular com inducdo por IPTG em biorreator de

bancada.
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Figura 21 - Comportamento do crescimento celular (A ), consumo do substrato (m) e concentracdo da proteina
648 intracelular (V) em biorreator a 37°C e 200 rpm, induzido por IPTG : (A) ensaio FO5 (648/2xTY), (B) ensaio
FO6 (648/TB).

Na cinética de crescimento celular, no meio 2xTY, pode-se observar que o tempo
necessario para atingir a maxima concentracdo celular de 1,78 g/L foi de 4 horas de cultivo
(Figura 21A). Com relagdo ao consumo de susbtrato, observa-se que o clone 648 apresentou
um consumo do substrato acentuado nas primeiras 4 horas de cultivo, o que coincide com
duracdo da fase exponencial de crescimento.

O comportamento cinético, no meio TB, pode-se observar que o tempo necessario para
atingir a méxima concentracdo celular de 3,4 g/L foi de 12 horas de cultivo (Figura 21B).
Com relagdo ao consumo de susbtrato, pode-se observar que o clone 648 apresentou um
consumo do substrato acentuado nas primeiras 7 horas de cultivo e houve pouco susbtrato
residual (ndo consumido). O meio TB apresentou melhores resultados em termos de
crescimento. A maior densidade celular para este meio de cultivo pode ser explicada, pelo
fato do meio ser rico em extrato de levedura e sais de fostato, além de uma fonte extra de
carbono (glicerol) (Krause et al., 2010).

Nota-se na Figura 21A, que a expressdo da proteina 648 intracelular em biorreator
também apresentou um comportamento associado ao crescimento, com uma expressdo
especifica maxima de proteina (Pp/x) no valor de 0,08 g.g™* no instante de 5 h, correspondendo
a méxima fracdo de proteina 648 que a célula pode acumular antes de iniciar a lise e acéo das
proteases.

Com relagdo a expressdo da proteina 648 cultivada no meio TB em biorreator, o
mesmo comportamento tem sido observado em incubador rotativo, para o clone 648, cultivado

no meio TB induzido por IPTG (Ensaio FO2) que atingiu a maxima concentracdo da proteina
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648 intracelular de 0,018 g/L. Nota-se que a proteina 648 apresentou uma expressao
especifica maxima (Pp/x) de 0,05 g.g™ no instante de 5 h, correspondendo & maxima fragdo de
proteina 648 que a célula pode acumular antes de iniciar a lise.

A partir dos resultados obtidos dos ensaios FO5/F06-648 2xTY/TB induzidos por

IPTG, foram estimados os parametros cinéticos, cujos valores sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros cinéticos obtidos dos ensaios com inducdo por IPTG em biorreator.

. Xf Ac. Acético Tf Mxma* Hx [PI] t[PrOt] Méx Px Pp/x I:)p
Ensaios 4 1
(9/L) (9/L) hy () () (gL) (h) (g/L.h) (9/9)  (9/L.h)
FO5
1,78 0,65 4 0,173 0,196 0,1382 5 1,4774 0,08 0,032
648/2xTY
FO6
648/TB 34 2,79 12 0,076 0,086 0,1148 4 1,5538 0,05 0,031

Pl- proteina intracelular

Ac. Acético- acido acético

De modo geral, o comportamento cinético do crescimento celular do clone
recombinante 648, sofreu mudancas significativas nos ensaios com inducdo quando
comparados com 0s ensaios sem inducdo. Percebe-se que nos ensaios com indugdo ocorre um
crescimento celular inferior em relacdo aos ensaios sem indugéo o que sugere a mudanga do
metabolismo de crescimento para producdo da proteina de interesse, e diferente do ocorrido
com o clone 648, pois um incremento no crescimento celular foi verificado nos ensaios com
inducdo. A toxicidade do IPTG promove um estresse metabolico e uma reducdo no
crescimento do micro-organismo, assim, a adi¢cdo do indutor promove uma mudanga na
maquinaria de expressdo génica principalmente para a producdo da proteina recombinante
(Pei et al., 2011).

Em relacdo aos ensaios FO5 (clone 648 no meio 2xTY ) e FO6 (clone 648 no meio TB)
induzidos por IPTG, observa-se que a composi¢do do meio TB, provocou um incremento
significativo de aproximadamente 91% na concentracdo celular final (de 1,78 g/L para 3,4
g/L). Entretanto, com relacdo & expressdo da proteina nota-se melhores resultados no meio
2xTY. Vale salientar que no ensaio FO6 (clone 648 meio TB) a velocidade especifica de
crescimento no instante da inducéo foi de 0, 086 h™ valor este inferior & velocidade especifica
de crescimento do ensaio FO5 (clone 648 meio 2xTY) que foi de 0,19 h, o que pode ter
provocado (no meio TB) uma baixa producéo especifica Ppx (0,05 g.g*) quando comparado a
0 meio 2xTY (0,08 g.g™).

Michelle Rossana Ferreira Vaz — Dezembro 2011 56




Resultados e Discussao

Para os ensaios realizados em biorreator, mais uma vez percebe-se que em termos de
expressdo, 0 meio 2xTY foi 0 mais adequado para sintese protéica, talvez por possuir uma
quantidade elevada de triptona que supre a bactéria com aminoacidos e vitaminas suficiente
para favorecer a sintese proteica, além disso, a baixa concentracdo de extrato de levedura em
relagdo ao meio TB talvez ocasione um menor acimulo do inibidor &cido acético. A
concentracdo de acido acético para o clone 648 no meio TB atingiu o valor de 2,79 g/L, valor
considerado elevado quando comparado ao valor critico (0,9 g/L) que o acido acético comeca

a exercer efeito inibitorio sobre o crescimento e expressao (Xue et al., 2010).

4.1.4 — Ensaios com induc¢do por Lactose visando analisar a expressdo da proteina
em incubador rotativo

O IPTG representa hoje um dos indutores mais utilizados nos mais diversos sistemas
de alta expressdo. Apesar de sua eficacia como indutor nos varios sistemas de expressao, uma
das grandes desvantagens do uso do IPTG consiste no fato de ser toxico a maioria das células.
Assim, devido a sua toxicidade e elevado custo, a utilizacdo do IPTG como indutor limita a
producdo em maior escala de uma proteina de interesse. Um indutor alternativo ao IPTG € a
lactose, porém um pequeno ndmero de trabalhos pode ser encontrado na literatura
descrevendo esse ultimo indutor para expressao de proteinas heter6logas (Tian et al., 2011).

Desta forma, nesse conjunto de ensaios procedeu-se a inducdo por lactose a fim de
verificar o comportamento deste indutor na expressdo dos antigenos (648 e 503) de
Leishmania i. chagasi comparando-o com IPTG.

A adicdo da lactose foi feita no mesmo tempo quando se utilizou o IPTG. Inicio da
fase exponencial de crescimento quando atingia-se a densidade 6tica (DOsgonm entre 0,4 -0,5)
(Ma et al., 2006; Xue et al., 2010).

As Figuras 22 (A e B) apresentam o comportamento do crescimento celular, consumo
de substrato e proteina total (intra e extracelular) para o ensaio F15 (Meio 2xTY clone 503
induzido por lactose) e F16 (Meio TB clone 503 induzido por lactose).
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Figura 22 - Comportamento do crescimento celular (A ), consumo do substrato (m) e concentracdo da proteina
total 503 (A) em incubador rotativo a 37°C e 200 rpm, induzido por Lactose : (A) ensaio F15 (503/2xTY), (B)
ensaio F16 (503/TB).

Para o clone 503 (Figura 22A), pode-se observar que o tempo necessario para atingir a
maxima concentracdo celular Xmsx (3,35 g/L) foi de 6 horas de cultivo. Com relacdo ao
consumo de substrato, observa-se que o clone 503 apresentou um discreto consumo do
substrato nas primeiras 7 horas de cultivo.

O ensaio F15 (Meio 2xTY clone 503), induzido por lactose quando comparado ao
ensaio F13 (Meio 2xTY clone 503) induzido por IPTG conforme mostrado nas Tabelas 3 € 4,
apresentou um acréscimo de 60% na maxima concentragdo celular de 2,10 para 3,35 g/L, além
disso, a maxima concentracdo do acido acético atingida (0,57 g/L) foi apenas 23% inferior
guando comparado ao ensaio F13 (0,46 g/L).

Em termos de expressdo, a concentracdo maxima atingida pela proteina foi de 0,14 g/L
de proteina total (intra e extracelular). A expressdo da proteina 503 induzida por lactose
apresenta comportamento associado ao crescimento, com uma expressao especifica maxima
(Prix) no valor de (0,026 g.g %) no instante de 5 horas de cultivo. O mesmo comportamento
tem sido observado para o clone 503 cultivado no meio 2xTY induzido por IPTG. Para o
ensaio F15, que atingiu a maxima concentracdo da proteina 503 intracelular de 0,079 g/L foi
65% superior quando comparado ao ensaio F13 induzido por IPTG que foi 0,052 g/L.

Em termos de estabilidade foi observado comportamento diferente na expressdo da
proteina 503 quando se compara o0s ensaios induzidos por IPTG com a lactose, uma vez que a
indugdo por IPTG foi mais rapida, entretanto, com a inducdo por lactose parece ndo haver
perceptivelmente a lise celular, uma vez que a proteina permanece estavel ao longo do

cultivo.
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Para o clone 503 (Figura 22B), pode-se observar que o tempo necessario para atingir o
Xméx (3,5 g/L) foi de 5 horas de cultivo. Com relacdo ao consumo de substrato, observa-se
que o clone 503 apresentou um discreto consumo do substrato nas primeiras 8 horas de
cultivo.

O ensaio F16 (Meio TB clone 503) induzido por lactose quando comparado ao ensaio
F14 (Meio TB clone 503) induzido por IPTG, conforme mostrado nas Tabelas 4 e 8,
apresentou um acréscimo de 60% na maxima concentracdo celular (de 5,6 para 3,5 g/L), além
disso, a maxima concentracdo do acido acético atingida (1,78 g/L) foi apenas 39 % superior
quando comparado ao ensaio F14 (1,28 g/L).

Em termos de expressdo, a concentracdo maxima atingida pela proteina 503 induzida
por lactose foi de 0,11 g/L de proteina total (intra e extracelular)nos dois meios. A expressao
da proteina 503 apresenta um comportamento similar quando cultivada no meio TB induzido
por IPTG. O ensaio F16 induzido por lactose atingiu a maxima concentracao da proteina 503
intracelular (0,058 g/L) 18% superior quando comparado ao ensaio F14 induzido por IPTG
(0,049 g/L).

Em termos de estabilidade foi observado comportamento similar a expressdo da
proteina 503 cultivada no meio TB induzido por IPTG em incubador rotativo (Ensaio F14).

A partir dos resultados obtidos com o clone 503 nos meios de cultivo (2xTY e TB),
ensaios F15/F16-503 2xTY/TB, foram estimados 0s parametros cinéticos, cujo valores sdo

mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Pardmetros cinéticos obtidos dos ensaios com inducdo por lactose em incubador rotativo.

Ensaios Xmix Acético T¢ Hymax* M PN tlProtlvax P He
(g/L) (g/L) (h) () (Y@L (h) (9/9) (9/g.h)
F15
503/2xTY 3,35 0,57 6 0,13 0,45 0,079 5 0,026 0,008
F16
3,50 1,78 6 0,38 0,41 0,058 3 0,025 0,004
503/TB

* Resultados obtidos durante a fase exponencial

P1- proteina intracelular

Em relacdo aos ensaios F15 (clone 503 no meio 2xTY ) e F16 (clone 503 no meio
TB), observa-se que a composi¢éo do meio TB, parece resultar em um incremento ndo muito

significativo na maxima concentracdo celular (de 3,35 g/L para 3,5 g/L), por outro lado,
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incremento significativo, de aproximadamente 192%, foi observado no valor da velocidade
especifica maxima de crescimento (de 0,13 h™ para 0,38 h™). Com relacio & expressdo da
proteina nota-se melhores resultados no meio 2xTY. Vale notar que no ensaio F16 (clone 503
meio TB) a velocidade especifica de crescimento no instante da inducéo 0,41 h™* é levemente
inferior & velocidade especifica de crescimento (0,45 h™) do ensaio F15 (clone 503 meio
2XTY), o que pode ter provocado (no meio TB) uma velocidade de sintese protéica mais lenta
W, (0,004 g/g.h) resultando em baixa produgao especifica Ppix (0,025 g.g™") enquanto que para
0 meio 2xTY producdo especifica (0,026 g.g™).

Comparando-se os dois ensaios (F15 e F16), foi observado que em termos de
crescimento 0 meio TB apresentou melhores resultados por apresentar uma maior
concentracdo da fonte de carbono (extrato de levedura e uma fonte extra de carbono (glicerol),
além do fosfato o que pode ter favorecido o metabolismo primario do clone 503.

Adotando-se a lactose como indutor, investigou-se o tipo de expressdo (intra ou
extracelular) do antigeno 503 de Leishmania i. chagasi em incubador rotativo utilizando dois
diferentes meios (2xTY e TB). As Figuras 24A e 24B descrevem a producéo da proteina intra
e extracelular do clone 503 nos meios de cultivo (2xTY e TB) induzido por lactose em

incubador rotativo.
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Figura 23 - Produgéo da proteina intracelular (0) e extracelular (o) induzido por lactose em incubador rotativo a
37°C e 200 rpm (A) ensaio F15 (503/2xTY), (B) ensaio F16 (503/TB).

Pode-se notar em termos de expressdo, Figura 23 (A), que logo apds inducdo houve
um incremento na concentracdo de proteina atingindo a méxima concentracdo da proteina
intracelular (0,079 g/L) e extracelular (0,06 g/L) no instante de 5 horas de cultivo. Para o
clone 503 cultivado no meio TB, Figura 23 (B), 0 momento de maior expressdo ocorreu as 3
horas de cultivo atingindo a maxima concentracdo tanto intracelular (0,058 g/L) quanto para

extracelular (0,052 g/L). Percebe-que nos ensaios submetidos a inducdo por lactose ocorre
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uma estabilidade protéica apds o acumulo, diferentemente dos ensaios induzidos por IPTG,
onde a toxicidade do mesmo pode promover um estresse metabdlico secrecdo da proteina

intracelular para o meio podera ser afetada (Pei et al., 2011).

Desta forma, levando-se em consideracdo o conteudo protéico e a estabilidade, a
lactose parece ser um indutor promissor para sintese nestes casos. Para os ensaios do clone
648, submetidos a inducdo por IPTG, apesar de nestes casos se obter a méxima concentracao
da proteina no meio 2xTY (0,18 g/L), percebe-se que as células apos inducdo por IPTG,
sofrem a lise celular, ap6s algumas horas de inducéo, fato que nao foi observado nos ensaios
induzidos com a lactose . A causa deste comportamento pode estar relacionada ao acimulo
maior e mais rapido da proteina nos ensaios submetidos a indugdo por IPTG o que significa

uma diminuicdo de outras atividades celulares que ndo a sintese protéica (Wang et al., 2010).

Neste contexto, com o objetivo de comparar o parametro produtividade dos clones 648
e 503 e verificar a influéncia da inducdo por IPTG e lactose a Figura 24 ilustra o
comportamento da produtividade em células dos clones 648 e 503 submetidos & inducéo por
IPTG e lactose em incubador rotativo. Ensaios FO1/F02- 2xTY-TB/648 (induzido com IPTG),
F13/F14 -2xTY-TB/503 (induzido com IPTG), F15/F16-2xTY-TB/503 (induzido com
lactose).

-7t - 1r - r - r - rr+-r 111 - 1T°
24 —=— 648/2xTY IPTG
22+ —e— 648/TB IPTG
—a— 503/2xTY IPTG .
—v— 503/TB IPTG ]
—<4— 503/2xTY Lactose
—»— 503/TB Lactose

2,0 1
1,8 4
1,6
1,4 4

1,2 4
1,04
0,8 +
0,6 4
0,4 1

Produtividade em células (g/L.h)

0,24
0,0
0.2 —T T T T T T T T T 1

Tempo (h)

Figura 24 - Produtividades em células dos ensaios FO1/F02- 2xTY-TB/648( induzido por IPTG), F13/F14 -
2xTY-TB/503( induzido por IPTG), F15/F16-2xTY-TB/503 (induzido por lactose) em incubador rotativo a 37°C
e 200 rpm.
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Ao se considerar 0 pardmetro produtividade, pode-se observar que a maioria dos
ensaios, exceto os ensaios FO2 (Meio TB clone 648) e F14 (Meio 2xTY clone 648), atingiram
maior produtividade durante 1 hora de cultivo, no instante em que foi realizada a inducéo.
Entretanto, o ensaio F14 (Meio TB clone 503) apresentou melhor valor de produtividade (2,09
g/L.h) em relacéo a todos os demais que atingiram valores de aproximadamente 1,3 g/L.h. E
interessante ressaltar que o ensaio F14 (Meio TB clone 503) foi 0 que apresentou também
maior concentracdo celular no instante de inducgéo no valor de 2,09 g/L, o que significa que o
conhecimento das condicOes fisiologicas do microrganismo no instante de inducdo parece
favorecer a produtividade em células. Liria (1995) trabalhando com o cultivo de Escherichia
coli BL21 (DE3) pLysS em processos descontinuo e descontinuo alimentado para a obtencéo
de elevada producdo da proteina Troponina C (TnC), obteve valores de produtividade 0,7
g/L.h, utilizando o IPTG como indutor e realizando o procedimento de inducdo no instante em
que a concentracao celular foi de 6,5 g/L no inicio da fase exponencial. Gombert (1996) e
Panda et al (1999), trabalhando com o0 mesmo processo de Liria, realizou uma indugdo no
instante em que a concentracdo celular X foi de 4,2 g/L e 3,2 g/L, respectivamente. A
produtividade da proteina P, foi de 1 g/L.h e 0,2 g/L.h, respectivamente. Valores estes sdo
inferiores aos obtidos no presente trabalho exceto para o ensaio F14 (Meio TB clone 503) que
apresentou melhor valor de produtividade (2,09 g/L.h). Desta forma, mais uma vez reforgando
a importancia do conhecimento das condic@es fisioldgicas do micro-organismo no instante de
inducdo a fim de otimizar a producéo da proteina recombinante.

Em se tratando do parametro produtividade em células, Figura 24, observou-se que no
instante de 1 hora de cultivo as produtividades sdo bem diferentes entre os clones e 0s meios
testados, apresentando valores crescentes no instante de 1 hora (fase exponencial). Observou-
se que : Meio 2xTY clone 503 Lacotse > Meio 2xTY clone 648 IPTG > Meio TB 503 Lactose
> Meio TB 648 IPTG> Meio TB clone 503 induzido por IPTG. Verificando-se a maior
produtividade em células para o clone 503 meio TB no ensaio induzido por IPTG (2,09 g/L
h).

A Figura 25 abaixo ilustra um comportamento semelhante para a produtividade das
proteinas 648 e 503 em relacdo a todos os ensaios realizados em incubador rotativo, com

inducdo por IPTG e lactose.
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Figura 25- Produtividade das proteinas 648 e 503 dos ensaios FO1/F02- 2xTY-TB/648 (induzido por IPTG),
F13/F14 -2xTY-TB/503( induzido por IPTG), F15/F16-2xTY-TB/503( induzido por lactose) em incubador
rotativo a 37°C e 200 rpm.

Nota-se que a maioria dos ensaios atingiram a maxima produtividade das proteinas
648 e 503, durante 1 hora de cultivo, no instante em que foi realizada a indugéo. O ensaio FO1
(Meio 2xTY clone 648) induzido por IPTG apresentou melhor valor desta produtividade (0,08
g/L.h) quando comparado com os demais ensaios que atingiram valores de aproximadamente
0,04 g/L.h. E interessante ressaltar que o ensaio F15 (Meio 2xTY clone 503) induzido por
lactose foi o que apresentou melhor taxa de crescimento especifico no instante de inducdo pix
(0,45 h™), resultando em uma sintese mais rapida de proteina Hp (0,008 g/g.h), e maior
rendimento especifico da proteina (0,026 g/g) em relacdo ao demais ensaios. Assim, levando-
se em consideracdo o fator custo, toxicidade, estabilidade e a elevada producdo do inibidor
acido acético, observa-se a maior produtividade da proteina 503 cultivada no meio 2xTY
induzido por lactose (0,04 g/L h).

A literatura relata muitos estudos com o objetivo de aumentar a produtividade de
proteinas recombinantes utilizando bactérias como hospedeiros, tais como: manutengdo de
alta dosagem de gene, reducéo da toxicidade, aumento da estabilidade proteolitica da proteina,
composicao do meio de cultivo, entre outros (Hortsch & Weuster-Botz., 2011).Verifica-se que
0 acumulo de proteina nos ensaios induzidos por IPTG e lactose sdo diferente e parece nao ser
possivel obter o mesmo acumulo intracelular quando sdo utilizadas estas duas moléculas
indutoras. A explicacdo para este fato esta ligada a forma de agdo de cada uma das moléculas
indutoras (Pei et al., 2011).
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Desta forma, algumas consideracdes sobre a utilizagdo da lactose como molécula
indutora devem ser feitas. De acordo com trabalhos realizados por Tian et al. (2011), a lactose
apresenta grande vantagem como molécula indutora em relacdo ao IPTG, devido ao elevado
custo deste ultimo composto. Além desta vantagem, Wang et al. (2010), ainda levantam a
questéo da toxicidade do IPTG em relagéo a humanos, nesse caso, para o presente trabalho em
que um dos interesses consiste na producdo de proteinas recombinantes a serem testadas como
kits para diagnostico da leishmaniose, torna-se ainda maior a necessidade de obter um
bioproduto purificado e isento de endotoxinas. Portanto, o estudo das condi¢fes de cultivo
que proporcionam um alto acdimulo de proteina na indugdo por IPTG ou lactose deve ser
conduzido levando-se em conta a diferenca principal na utilizacdo destes dois compostos
pelas céulas. O IPTG é um indutor que age apenas blogueando o repressor produzido gene lac
I, ndo dependendo do sistema de transporte da lactose permease para entrar na célula
microbiana. Apresenta livre penetracdo na célula mesmo em presenca de glicose e tem sua
utilizacdo muito difundida na literatura, apesar de ser um indutor de custo elevadissimo (Tran
et al., 2011). Apesar da diferenca ndo ser tdo significatica na producao especifica da proteina
dos ensaios induzidos por IPTG em relacéo a lactose, acredita-se que os resultados obtidos no
presente estudo demonstram a importancia de seguir estudos utilizando a lactose como
molécula indutora da sintese da proteina de interesse, principalmente, se for levado em conta
o fator custo para a ampliacdo de escala. E mais, na inducdo por lactose as células parecem
ndo entrar num processo que as leve a lise celular. Nos ensaios realizados por Liria (1995) e
Tran et al (2010) com IPTG, pode-se observar a ocorréncia da lise celular apds algumas horas
de inducéo, fato que ndo foi notado neste trabalho nos ensaios induzidos por lactose.

Com o objetivo de analisar a forma de atuacdo do IPTG e lactose, para os dois clones
(648 e 503), a Figura 26, mostra a velocidade de sintese de proteina dos ensaios submetidos a

inducdo por IPTG e lactose.
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Figura 26 - Velocidade especifica de producdo das proteinas 648 e 503 ensaios FO1/F02- 2xTY-TB/648
(induzido por IPTG), F13/F14 -2xTY-TB/503 (induzido por IPTG), F15/F16-2xTY-TB/503 (induzido por
lactose) em incubador rotativo a 37°C e 200 rpm.

Na Figura 26, verifica-se que nos ensaios submetidos a inducdo por IPTG houve uma
alta velocidade de sintese de proteina em relacdo aos demais ensaios induzidos por Lactose.
Para o ensaio FO1-clone 648 no meio 2xTY induzido por IPTG, a velocidade de sintese
atingiu o patamar de 0,03 g/g.h. Assim, nos ensaios induzidos por IPTG, pode-se observar
uma alta velocidade de sintese proteica (M) sugerindo esta relacionada ao fato de o IPTG,
unir-se a molécula repressora por uma difusdo simples ou transporte ativo, resultando numa
rapida inducdo (Kotik et al., 2004 ). Entretanto, nos ensaios induzidos por lactose, para unir-
se a molécula repressora sao necessarias algumas etapas extras. Primeiramente a célula deve
sintetizar uma enzima lactose permease que ira permitir o transporte da lactose para o interior
da célula e depois a lactose deve ser convertida pela beta-galactosidase (enzima que
decomple a lactose em galactose e glicose), portanto, pode-se observar altos valores de
velocidades especificas de produgdo (Figura 32), tal comportamento pode ser decorrente da
alta carga metabdlica que foi observada quando utiliza o IPTG como molécula indutora
(Kilikian et al., 2000; Tian et al., 2011).

Se considerar que na analise desempenho do processo a produtividade é um parametro
importante, o0 ensaio FOl-meio 2xTY-clone 648 induzido por IPTG apresentou melhor
desempenho, pois sua produtividade foi 2 vezes maior quando comparado ao ensaio F15-meio
2xTY-clone 503 induzido por lactose. Entretanto, em processos utilizando a tecnologia do
DNA recombinante a produtividade pode ndo ser um critério determinante para definir o

desempenho de um cultivo, pois se consideram processos que resultem em alto valor
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agregado. Entdo, um critério que pode ser considerado é a concentra¢do final do produto
recombinante. Desta forma, o ensaio F15-meio 2xTY-clone 503 induzido por lactose
apresentou melhor desempenho, pois 0 mesmo ndo apresentou lise celular durante a inducéo,
0 acumulo de proteina foi mais estavel, apesar da sua concentracdo nao ser significativamente
superior ao ensaio FO1. Além disso, pode-se verificar que o ensaio com o clone 648 acarretou
numa maior formacg&o do metabdlito inibidor (&cido acético).

A Figura 27, mostra o comportamento da inducdo do clone 503 em incubador rotativo
pela acdo das duas moléculas indutoras (IPTG e lactose) nos dois meios de cultivo (2xTY e

TB) e o seu efeito na velocidade especifica de crescimento.
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Figura 27- Velocidades especificas de crescimento dos ensaios F13/F14 -2xTY-TB/503 (induzido por IPTG),
F15/F16-2xTY-TB/503 (induzido por lactose) em incubador rotativo a 37°C e 200 rpm.

Observa-se na Figura 27 que os ensaios com o clone 503 cultivado no meio 2xTY
induzido por lactose apresentou uma maior da velocidade especifica de crescimento () de
045 h* Como é esperada, a velocidade especifica de crescimento diminuiu
consideravelmente logo apds de iniciada a etapa de inducdo, 1 hora de cultivo, queda essa
sendo visivel para os ensaios F15 e F16 nos quais a lactose foi utilizada como molécula
indutora. Possivelmente, a reducdo da velocidade especifica de crescimento foi originada pela
sintese rapida da proteina de interesse acarretando uma mudanga do metabolismo de
crescimento para o da expressdo da proteina. Além disso, percebe-se que os ensaios F13/F14
induzidos por IPTG, pode causar uma resposta de estresse metabdlico que pode ter afetado o

metabolismo desse clone e resultar na queda da velocidade especifica de crescimento. Neste

Michelle Rossana Ferreira Vaz — Dezembro 2011 6 6




Resultados e Discussao

caso, a concentracdo de acido acético atingiu valor inferior a 0,9 g/L, o que pode ndo ter
exercido efeito inibitorio no crescimento e na sintese da proteina (Xue et al., 2010).

Finalmente, pode-se supor que o0 processo de inducdo para esta Escherichia coli com
este sistema de expressao faz com que a atividade celular mude da fase de crescimento para a
producdo da proteina recombinante de forma gradual. Esta mudanca é bastante acentuada para
0 ensaio F15 (Meio 2xTY clone 503), Figura 33, no qual observou-se uma queda mais
acentuada no valor da velocidade méxima especifica de crescimento apés inducdo, resultando
uma sintese de proteina mais rapida no valor de p= 0008g/gh e maior producéo especifica de
Peix = 0,026 g.g™ , em relacdo a todos os ensaios com induc&o. Conferindo, em termos de
expressdo, maior estabilidade para o clone 503 cultivado no meio 2xTY induzido por lactose.
Por outro lado, comparando-se os resultados obtidos neste trabalho com os de Panda et al.
(1999); Heyland et al. (2011) observou-se que 0s mesmos corroboram com os obtidos no
presente estudo, onde também indicaram um aumento da concentracdo da proteina com a

diminuicédo da velocidade maxima especifica de crescimento.

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos indutores (IPTG ou lactose) na velocidade
especifica de formacdo de acido acético, a Figura 28, mostra 0 comportamento velocidade

especifica de formacdo de &cido acético no decorrer o tempo.

0307 —m— F01-648 IPTG A

—e— F02-648 IPTG
—A— F13-503 IPTG E
% —v— F14-503 IPTG

0,25

—<4— F15-503 Lactose

0,20

—»— F16-503 Lctose

0,15
0,10
0,05

0,00

Velocidade formagao de Ac. acético (g/g.h)

-0105 T T T T T T T T

Tempo (h)

Figura 28- Velocidades especificas de formacdo de &cido acético dos ensaios F01/F02-648, F13/F14-503,
F15/F16-503 (induzido por IPTG), F15/F16-2xTY-TB/503(induzido por lactose) em incubador rotativo a 37°C e
200 rpm.

Para o ensaio FO1- clone 648-meio 2xTY induzido por IPTG, Figura 28, observou-se

que a maxima velocidade especifica de formacéo de acido acético (Uac max) foi de 0,26 g/g.h,
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19% superior quando comparado com o ensaio FO2-clone 648-Meio TB induzido por IPTG,
que atingiu a maxima velocidade especifica de formacdo de acido acético (Mac max) de 0,21
0/g.h. Entretanto, para o ensaio FO2 (Figura 29) observou-se que o mesmo apresentou a
méaxima concentracdo de acido acético de 4,1 g/L que foi 5% superior quando comparado
maxima concentracdo de acido acético de 3,9 g/L para o ensaio FOl. Pode-se observar a
méaxima velocidade especifica de formacdo de acido acético nos ensaios induzidos por IPTG,
uma vez que este indutor parece ser propicio a resultar em estresse metabolico e uma queda

na estabilidade protéica.

A formacgdo de &cido acético, em cultivos em E.coli, tem sido frequentemente
discutida na literatura e ha um consenso na necessidade de se evitar a formagdo desse
metabolito (Valgepea et al., 2011; Zhang et al., 2010), uma vez que um dos maiores
problemas da expressdo em E.coli é o acimulo de acetato ao longo de cultivo o que contribui
para reducdo do crescimento e expressao da proteina alvo (Jana & Deby, 2005, Eiteman &
Alteman, 2006, Tian et al., 2011). Em meio de cultivo complexo, a quantidade de nutrientes
(disponivel sob a forma de aminoacidos e vitaminas presentes no extrato de levedura ou
bacto-triptona) faz com que 0 microrganismo consuma estes compostos para biossintese, e a
fonte de carbono (lactose) para obtencdo de energia, utilizando as vias fermentativas como
forma de regulacdo do fluxo de nutrientes presentes. A elevada concentragdo de extrato de
levedura no meio TB pode acarretar uma maior concentracdo de subprodutos no meio de
cultivo, como por exemplo, o acido acético (Xue et al., 2010). Assim, a Figura 29, ilustra o
comportamento da concentracdo de acido acético produzido pelo metabolismo dos clones 648

e 503 cultivados nos dois meios (2xTY e TB) induzidos por IPTG ou lactose.
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Figura 29- Concentracdo de 4cido acético dos ensaios FO1/F02 (648-2xTY/TB)-(induzido por IPTG) , F13/F14-
(503/2xTY/TB)( induzido por IPTG), F15/F16-(503/2xTY/TB)- (induzido por lactose) em incubador rotativo a
37°C e 200 rpm.

Na Figura 29, observa-se que o cultivo do clone 648 atingiu a maxima concentracgéo de
acido acético no meio TB (4,1 g/L) no final da fase exponencial. E enquanto para o clone 503,
a maxima concentracao de acido acético foi também atingida no meio TB (1,76 g/L). Assim, a
concentracdo de acido acético para clone 503, por atingir valor um pouco acima do valor
critico a 0,9 g/L, deve exercer efeito inibitorio parcial no crescimento e expressdo (Xue et al.,
2010). No cultivo do clone 648, observa-se uma producdo de acido acético acima do valor
critico o que representa um problema para o processo. Com em relacdo ao clone 503-meio TB
induzido por Lactose e IPTG, a concentracdo de acido acético atingiu o valores de 1,76 g/L e
1,26 g/L, respectivamente. Neste caso, a concentracdo de acido acético estd um pouco acima

do valor critico 0,9 g/L, podendo assim, comprometer o processo (Xue et al., 2010).

4.1.5 - Ensaios com inducao por Lactose em biorreator de bancada

A lactose pode ser uma alternativa ao IPTG na inducdo de diferentes proteinas
recombinantes devido ao baixo custo agregado, por ndo apresentar toxicidade as células e
ainda funcionar como fonte de carbono e energia, diferentemente dos casos onde o IPTG ¢
utilizado (Gombert & Kilikian, 1998; Pei et al., 2011 ).

O IPTG ¢ um forte indutor quimico utilizado largamente na inducdo de promotores

(Makrides, 1996). Entretanto, estudos demonstram que somente o IPTG (independente da
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producdo de proteina recombinante) pode causar uma resposta de estresse em E.coli
(Tomazetto et al., 2007). E ainda, o uso desse indutor é indesejavel na produgdo de proteinas
recombinantes com finalidade terapéutica ou na producdo em larga-escala devido ao alto
custo desse indutor (Donovan et al., 1996, Gombert & Kilikian, 1998 e Pei et al., 2011).

Para avaliar a infuéncia do tipo de indutor na expressdo das proteinas, um terceiro
conjunto de ensaios foi submetido a um procedimento de indugéo por Lactose para verificar a
influéncia desse indutor na expressao de antigenos recombinantes (648 e 503) L. i. chagasi
em biorreator de bancada.

Com o objetivo de observar o desempenho dos cultivos em maior escala, os melhores
resultados obtidos em incubador rotativo foram reproduzidos em biorreator de bancada
Biostat B (B. Braun Biotech International) de 1,5 L de volume nas mesmas condi¢bes de pH,
temperatura, velocidade de agitacdo e vazao de aeracdo do terceiro conjunto de ensaios do
presente estudo.

A Figura 30, apresenta comportamento do crecimento celular, consumo de substrato e
concentracdo de proteina 648 intracelular para o ensaio FO7 (Meio 2xTY clone 648) induzido

por lactose.
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Figura 30- Comportamento do crescimento celular (A), consumo do substrato (m) e concentracdo da proteina
648 intracelular (V) no Meio 2xTY (induzido por Lactose) em biorreator a 37°C e 200 rpm.

Com relacdo ao consumo de susbtrato, observou-se que o clone 648 no meio 2xTY
teve um consumo do substrato acentuado nas primeiras 6 horas de cultivo, o que coincide com

duracéo da fase exponencial de crescimento.
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O ensaio FO7 (Meio 2xTY clone 648) induzido por lactose atingiu a méaxima
concentracgéo celular (2,24 g/L) que foi 25% superior quando comparado ao ensaio FO5 (Meio
2XTY clone 648 induzido por IPTG (1,78 g/L), conforme mostrado na Tabela 6. Além disso,
verifica-se para o clone 648 cultivado no meio 2xTY induzido por lactose atingiu a maxima
concentracdo de acido acético de 1,36 g/L sendo 100% superior quando comparado ao ensaio
FO5 induzido por IPTG que foi 0,65g/L.

A Figura 30 mostra que concentracdo da proteina aumentou até o discreto consumo da
fonte de carbono, instante no qual se observa uma queda rapida da concentracdo de proteina.
Esta diminuicdo da concentracdo de proteina poderia ser explicada pelo fato de que a célula,
ao ser limitado pela fonte de carbono ativa suas proteases. Nota-se que a expressdo da
proteina 648 apresenta um comportamento associado ao crescimento, com uma expressao
especifica maxima (Pp;x) no valor de (0,15 g.g™) no instante de 5 h, correspondendo &
maxima fracdo de proteina 648 que a célula pode acumular antes de iniciar a secre¢do da
proteina para o meio de cultivo. Comportamento similar tém sido obsevado para o clone 648
qguando cultivado no meio 2xTY induzido por IPTG:, ensaio FO7, que atingiu a maxima
concentracdo da proteina 648 intracelular de 0,33 g/L que foi 39% superior quando
comparado a maxima concentracdo da proteina 648 intracelular induzido por IPTG que foi de
0,13 g/L.

A Figura 31 apresenta o comportamento do crecimento celular, consumo de substrato
e concentracdo de proteina 648, intracelular, para o ensaio FO8 (Meio TB clone 648) induzido

por lactose.

Michelle Rossana Ferreira Vaz — Dezembro 2011 71




Resultados e Discussao

3’0 T T T T T T T T T T T T 10!0_()!20
2.8 -95 0,18
2,6 -
' 90 {016~
d
2,4 - 1 3
3 r85% 10145
2 224 8] 2
@ L8035 o]
? 2,0 3—012§
T = — c
1S L 7521 =
kel PO T
m 18- —-0.105
°©
L 7,0 j
1,6 Jo.06™
1,4 6.5
0,06
12 T T T T T T T T T T T T T 60

Tempo (h)

Figura 31- Curvas de crescimento (A ), consumo do substrato (m) e concentragdo da proteina 648 intracelular (V)
no Meio TB ( induzido por Lactose) em biorreator a 37°C e 200 rpm.

Este ensaio apresentou um acréscimo de 21% na maxima concentracédo celular (de 2,79
g/L para 3,4g/L) quando comparado ao ensaio FO6 (Meio TB clone 648) induzido por IPTG,
conforme mostrado nas Tabelas 6 e 10, além disso, alcangou-se uma maxima concentragdo do
acido acético de 0,52 g/L que foi 81% inferior quando comparado ao ensaio FO6 (Meio TB
clone 648) induzido por IPTG (2,79 g/L).

Além disso, nota-se na Figura 31, que a concentracdo da proteina aumentou até o
esgotamento da fonte de carbono e que a reducdo da concentracdo de proteina no meio TB
poderia ser explicada pela acdo das proteases, além disso, observa-se também que a expressao
da proteina 648 apresenta um comportamento associado ao crescimento, com uma expressao
especifica maxima (Ppy) no valor de (0,04 g.g™) no instante de 6 h, correspondendo & maxima
fracdo de proteina 648 que a célula pode acumular antes de iniciar a secrecdo da proteina para
0 meio extracelular. Comportamentos similares tém sido observado para o clone 648 quando
cultivado no meio TB induzido por IPTG, ensaio FO6, em que se atingiu a maxima
concentracdo da proteina 648 intracelular (0,11 g/L), a mesma concentragdo também foi
atingida para o ensaio FO8 induzido por lactose.

A partir dos resultados obtidos dos ensaios FO7/F08-648 2xTY/TB, induzido por

lactose, foram obtidos os parametros cinéticos, cujo valores sdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Parametros cinéticos obtidos dos ensaios com indugdo por lactose em biorreator.

Ensai Xmax  ACACEICO Tr  Hymaxr  Hx [Proteina  t[Prot]u. P Poix P Yxiss
nsaios ) ) ] 1
(9/L) (9/L) (hy () () intra] max () (g/Lh)  (9/9) (@h)  (@gg)
(g/L)

FO7
2,24 1,36 6 0,1459 0,1418 0,3357 5 1,200 0,15 0,1018 2,05

648/2xTY

F08
2,79 0,52 9 0,1288 0,0033 0,1151 4 1,636 0,05 0,0750 2,08

648/TB

Nos ensaios induzidos por lactose, para o FO8 (clone 648 meio TB) a velocidade
especifica de crescimento no instante de inducdo 0,003 h™ é inferior & velocidade especifica
de crescimento (0,14 h™) & do ensaio FO7 (clone 648 meio 2xTY), o que pode ter provocado
(no meio TB) uma velocidade de sintese protéica mais lenta p, (0,001 g/g.h) resultando em
baixa producdo especifica Ppx (0,04 g.g™) enquanto que para o meio 2xTY producdo
especifica (0,14 g.g™). Mais uma vez reforcando a importancia do conhecimento das condicdes
fisiologicas do microrganismo no instante de inducdo a fim de otimizar a producéo da proteina
recombinante. Entretanto, em relagdo a producdo do inibidor &cido acético dos ensaios
submetidos a inducdo por lactose, pode-se observar que o ensaio FO7-2xTY apresentou a
méaxima concentrac¢do no valor de 1,36 g/L, valor este ndo considerado muito acima do valor
critico o que ndo resultou na queda da concentracdo da proteina de interesse.

A Figura 32 apresenta 0 comportamento semelhante para a produtividade em células
do clone 648 induzido por IPTG e lactose em biorreator.
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Figura 32- Produtividades em células ensaios FO5/F06-2xtY/TB-648( induzido por IPTG), FO7/F08-2XTY/TB-
648 (induzido por lactose) em biorreator a 37°C e 200 rpm.

Ao se considerar o parametro produtividade, Figura 32, pode-se observar que todos 0s
ensaios atingiram a maior produtividade durante 1 hora de cultivo, no instante em que foi
realizada a inducdo. O ensaio FO8 (Meio TB clone 648) apresentou valor ligeiramente maior
de produtividade (1,6 g/L.h) quando comparado a todos os demais que atingiram valores de
aproximadamente 1,5 g/L.h. E interessante notar que o ensaio FO8 (Meio TB clone 648) foi 0
que apresentou melhor concentracdo celular no instante de inducéo no valor de 1,81 g/L.

A Figura 33 ilustra o comportamento para a produtividade da proteina 648 induzido

por IPTG e lactose em biorreator.
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Figura 33 - Produtividade da proteina 648 ensaios FO5/F06-2xtY/TB-648( induzido por IPTG), FO7/F08-
2XTY/TB-648 (induzido por lactose) em biorreator a 37°C e 200 rpm.

Ao se considerar o parametro produtividade da proteina 648, Figura 33, percebe-se
que todos os ensaios atingiram a maxima produtividade do produto durante 1 hora de cultivo,
no instante em que foi realizada a inducdo e o ensaio FO7 (Meio 2xTY clone 648) induzido
por lactose apresentou melhor valor de produtividade da proteina (0,1 g/L.h). E interessante
ressaltar que o ensaio FO7 (Meio 2xTY clone 648) induzido por lactose foi 0 que apresentou
melhor taxa de crescimento especifico no instante de inducéo i (0,14 h™) também resultou
em uma sintese mais rapida de proteina (0,06 g/g.h) e rendimento especifico protéico maior
(0,14 g/g ) quando comparado aos ensaios para o clone 648 cultivado no meio 2xTY induzido
por IPTG ou lactose.

Com o objetivo de avaliar a presenca acido acético (metabolito inibidor) produzido
pelo clone 648 cultivado nos dois meios (2xTY e TB) e a influéncia dos indutores (IPTG e
lactose) a Figura 34 apresenta 0 comportamento da concentracdo de &cido acético para o clone
648 cultivado nos dois meios (2xTY e TB) (induzido por IPTG e lactose).

Michelle Rossana Ferreira Vaz — Dezembro 2011 75




Resultados e Discussao

304 —=— PTG .
—o— PTG
25 —A— Lactose i
Y —v— Lactose

Ac. Acético (g/L)
= »
[$,] o
1 1

-
o
1

0,5 1

0,0

Figura 34- Concentragdo de &cido acetico ensaios FO05/F06-2xtY/TB-648 (induzido por IPTG), FO7/F08-
2XTY/TB-648( induzido por lactose) em biorreator a 37°C e 200 rpm.

Em termos de concentracdo de &cido acético, Figura 34, o ensaio FO6-Meio TB-IPTG
apresentou a maxima concentracdo de acido acético que foi de 2,79 g¢/L, acima do
considerado critico, 0,9 g/L. Tal comportamento, de elevada producdo de acido acético acima
do valor critico, pode ser observado no ensaio para o clone 648 cultivado no meio TB
induzido por IPTG, a alta complexidade do meio TB associada a elevada concentracdo de
extrato de levedura (24 g/L) quando comparado com o meio 2xTY (10 g/L) pode ser o fator
favoravel a producdo acentuada de &cido acético. Em se tratando dos indutores, a producéo
acetuada de acido acético que ocorreu utilizando-se o IPTG como indutor indica que talvez a
alta carga metabodlica imposta pelo mesmo desviou o metabolismo para producdo do

metabolito inibidor (acido acético).

4.1.6 - Ensaios para a avaliagdo da cinética de crescimento do clone 503 em
biorreator de bancada sob diferentes velocidades de agitacdo

Mais uma vez percebe-se que em termos de expressdo o meio 2xTY foi 0 mais
adequado para sintese protéica, além disso, a baixa concentragdo de extrato de levedura em
relacdo ao meio TB. Talvez ocasione um menor acumulo do inibidor acido acético. Observou-
se que o cultivo com o clone 503 acumulou menor concentracdo do acido acético no meio
2xTY. Diante deste resultado, resolveu-se utilizar o clone 503 para o0s ensaios subsequentes.
Uma vez que a elevada concentracdo de acido acético promove a inibigdo no crescimento e

reducdo da sintese de proteina heteréloga.
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Com o objetivo de observar o desempenho dos cultivos em maior escala e em
condigdes de ndo limitacdo de oxigénio, os melhores resultados obtidos em incubador rotativo
foram reproduzidos em biorreator de bancada. As condicdes de operacdo do processo, nesse
grupo de ensaios, foram similares ao conjunto de ensaios realizados em incubador rotativo.
Assim, as trés frequéncias de agitacdo foram estudadas (200 rpm, 400 rpm e 600 rpm) a fim
de avaliar a sua influéncia no crescimento do clone 503.

Neste contexto, realizou-se um quarto conjunto de ensaios como objetivo de verificar a
influéncia da agitacdo no crescimento do clone 503, desta forma, ensaios sem inducédo, foram
conduzidos em biorreator de bancada sob agitacGes diferentes (200, 400 e 600 rpm) e com
uma vazdo de aeracdo constante no valor de 1vvm. A Figura 35 apresenta a influéncia da
agitacdo no crescimento celular do clone 503 cultivado no meio 2xTY (ndo induzido) em

biorreator.
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Figura 35- Influéncia da agitacdo no crescimento celular do clone 503 (ndo induzido) em biorreator.

Na Figura 35 mostra-se a influéncia da agitacdo no crescimento celular do clone 503
(ndo induzido) em biorreator. Nota-se a auséncia de fase lag, sugerindo uma boa adaptacdo do
metabolismo do clone 503 cultivado no meio 2xTY para todas as frequéncias de agitacdo
estudadas. Observa-se que 0 aumento da agitacdo de 200 rpm para 600 rpm resultou em um
incremento significativo na biomassa atingindo a maxima concentracdo de 3,94 g/L. Sob
elevada agitacdo, o crescimento celular aumentou de uma velocidade especifica de
crescimento no valor de 0,15 h™® a 200 rpm para 0,37 h™ a 600 rpm, indicando que a
concentracdo de oxigénio no meio é um forte influenciador na cinética de crescimento, como

a alta concentragéo celular é resultante de uma elevada transferéncia de oxigénio verificada
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nos ensaios com alta velocidade de agitacdo (Bajaj & Singhal, 2010). A Figura 36 mostra o
comportamento das curvas de consumo de susbtrato dos ensaios sob diferentes velocidades de

agitacao.

Substrato (g/L)

Tempo (h)

Figura 36- Influéncia da agitagdo no consumo do substrato do clone 503 (ndo induzido) em biorreator.

Observou-se que o ensaio F17 200 rpm com o clone 503 houve um consumo
acentuado de substrato, enquanto para o ensaio F18 400 rpm ha um discreto decréscimo na
curva de substrato com fator de conversdo de substrato em biomassa no valor de 3,91 g.g™.

A Figura 37 ilustra a produtividade em células do clone 503 (ndo induzido) em

biorreator sob diferentes velocidades de agitagéo.
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Figura 37 - Produtividade em células do clone 503 (ndo induzido) em biorreator sob diferentes velocidades de
agitacdo (200, 400 e 600 rpm).

Com a relacdo a produtividade (Px), houve um acréscimo em 35% na produtividade
em células do ensaio F17 a 200 rpm (clone 503 meio 2xTY): Py (1,27 g/L.h) em relacdo ao
ensaio F19 a 600 rpm (clone 503 meio 2xTY): Py (1,72 g/L.h). A produtividade em células do
ensaio F18 a 400 rpm atingiu valor aproximadamente semelhante quando comparado ao
ensaio F17 a 200 rpm (clone 503 e meio 2xTY): Py (1,24 g/L).Visivelmente, pode-se observar
que a elevada agitacdo utilizada no ensaio F19 a 600 rpm pode ter aumentado a troca
metabolica da célula com o meio de cultivo minimizando a formacdo do &cido aceético,
consequentemente, pode ter favorecido o metabolismo primario do clone 503.

A Figura 38 mostra 0 comportamento da velocidade especifica de crescimento nos

ensaios em biorreator sob diferentes velocidades de agitacéo.
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Figura 38 - Velocidade especifica de crescimento (ndo induzido) em biorreator sob diferentes frequéncias de
agitacéo.

Para o ensaio F18 a 400 rpm (Meio 2xTY clone 503), observa-se uma queda
acentuada na velocidade especifica de crescimento nas 3 primeiras horas de cultivo.
Entretanto, para o ensaio F19 a 600 rpm, houve um acréscimo no valor da velocidade
especifica de crescimento nas 2 horas de cultivo, o que pode ser explicado pela maior
agitacdo, aumentando a transferéncia de massa e portanto, melhorando a utilizagdo dos
nutrientes. Talvez no ensaio F19 a agitacdo a 600 rpm ndo tenha ocorrido limitacdo da
transferéncia de oxigénio o que pode ter contribuido para o acréscimo na velocidade
especifica de crescimento e menor producéo de acido acético (Pansuriya & Singhal, 2011).

A Figura 39 ilustra a concentracdo do acido acético do clone 503 (ndo induzido) em

biorreator sob diferentes velocidades de agitacao.
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Figura 39 — Concentragdo do acido acético do clone 503 (ndo induzido) em biorreator sob diferentes velocidades
de agitacdo.

Em se tratando da concentracdo de &cido acético (Figura 39) mostra a concentracéo de
acido acético do clone 503 cultivado sob diferentes velocidades de agitacdo, observou-se que
apesar de ter atingido a maxima concentracdo de acido acético de 0,59 g/L, para o ensaio F18
a 400 rpm, o mesmo ndo exerceu efeito inibitdrio. Neste caso, a concentracdo de acido acético
atingiu valor inferior a 0,9 g/L, o que pode néo ter exercido efeito inibitorio no crescimento e
na sintese da protéina (Xue et al., 2010). Pode-se observar para o ensaio F19 a 600 rpm houve
uma menor producdo de &cido acético quando comparado aos demais ensaios, uma vez que a
elevada agitacdo pode ter aumentado a troca metabdlica da célula com o meio de cultivo
obtendo energia suficiente para a bactéria exercer suas atividades metabdlicas ndo desviando
0 seu metabolismo para a formacéo do acido acético. A limitacdo de oxigénio no meio causa o
desvio do metabolismo da bactéria de aerdbio para anaerdbio. Em condi¢des de anaerobiose a
E.coli realiza ciclo de Krebs sendo que em menor intensidade para producdo de algumas
enzimas constitutivas. A velocidade especifica de consumo de O, € uma varidvel importante,
pois ajuda no entendimento da cinética de crescimento do micro-organismo ja que exprime
sua regulacdo metabolica, sendo importante como dado para aumento de escala e controle de
processo (Xue et al., 2010).

Assim, 0 ensaio F19 a agitagdo 600 rpm e maior oxigenagédo desviou seu metabolismo
para obtencdo de energia pelo ciclo de Krebs no qual verifica-se uma menor producdo de

acido acético, o que favoreceu ao incremento da concentragdo celular.
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Analisando os resultados obtidos dos ensaios com o clone 503 no meio 2xTY sob
diferentes velocidades de agitacdo, foram obtidos os pardmetros cinéticos, cujo valores sdo

mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Parametros cinéticos referentes aos ensaios nao induzidos em biorreator a 37°C sob diferentes
velocidades de agitacéo.

Ensaios Xméx txmax So Sf (So- Sf) pxrplax Px Yxlsl Acético
QL) () QL)  (gb) (g/L) (h9)  (@Lh) (99) (L)
FL7 1,65 4 10,04 5,53 4,50 0,158 0,91 1,57 0.45
503/200 rpm '
F18
4,04 8 9,90 8,52 1,37 0,241 1,02 3,091 0,59
503/400 rpm ;
F19
4,12 7 10,60 7,49 3,10 0,370 1,18 3,82 0,45

503/600 rpm

Comparando os parametros que caracterizam o crescimento celular dos ensaios F17,
F18 e F19, em biorreator sob diferentes velocidades de agitacdes (Tabela 12), verifica-se que
para 0 ensaio F19 (Clone 503 no meio 2xTY) sob agitacdo de 600 rpm e vazédo de aeracao
constante 1 vvm, obteve-se a maxima concentracéo celular de 4,12 g/L.

Portanto, para o clone 503 os ensaios F17 e F19 (Meio 2xTY), nota-se que a mudanca
da agitacdo de 200 rpm para 600 rpm acarretou um incremento de 149 % na maxima
concentracdo celular de (1,65 g/L) para (4,12 g/L), com fator de conversdo de substrato a
células (3,82 g.g™%) e produtividade em células (1,18 g/L.h) superior em relacio ao ensaio F17
com agitacdo de 200 rpm que apresentou fator de conversdo no valor de (1,57 g.g7) e
produtividade em células (0,91 g/L.h). A elevada agitacdo a 600 rpm obtida no ensaio F19
(clone 503 no meio 2xTY) melhora a disponibilidade de oxigénio o que pode ter favorecido o

metabolismo priméario do clone 503.
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4.1.7 - Ensaios induzidos por Lactose para a expressao do antigeno 503 em
biorreator de bancada sob diferentes velocidades de agitagao.

A partir dos resultados obtidos no conjunto de ensaios anterior, realizou-se um novo
conjunto de ensaios com o objetivo de avaliar a infuéncia da agitacdo na expressdo da
proteina 503 em biorreator de bancada.

Existe uma relacdo inversa entre a concentracdo de oxigénio no meio de cultivo e a
formacdo de acetato. Esse acumulo de acetato reduz o gradiente eletroquimico em torno da
membrana celular, necessario para sintese de ATP. Conseqlientemente, contribuindo para
inibicdo do crescimento celular e producdo da proteina recombinante (Gombert & Kilikian.,
1998; Zhang et al., 2010).

Frente aos resultados obtidos inicialmente em incubador rotativo utilizando o IPTG
como indutor e com a finalidade de reduzir o custo da expressdo e a toxicidade, foram
realizados ensaios de inducdo com a lactose. Com o objetivo de observar o desempenho dos
cultivos em maior escala, e em condi¢cdes de ndo limitacdo de oxigénio, os melhores
resultados obtidos em incubador rotativo foram reproduzidos em biorreator de bancada.

A expressao da proteina recombinante, neste grupo de ensaios nos quais as frequéncias
de agitacdo foram estuadas, foi induzida pela adicdo da lactose, sendo o instante de inducéo e
as condicdes de operagédo do processo igualmente as condi¢des dos ensaios anteriores.

Com base nos estudos realizados por Bajaj & Singhal (2010) a agitagéo e aeracgdo séo
parametros importantes em todo processo aerobio, apresentam um efeito significativo,
principalmente, na sintese do produto de interesse. Por esta razdo, neste conjunto de ensaios
estudou-se a influéncia da velocidade de agitacdo na expressdo do antigeno.

Sob a condicdo de melhor clone, meio de cultivo e indutor, os ensaios com inducao
foram conduzidos em biorreator de bancada com o clone 503 cultivado no meio de cultivo
2xXTY induzido por lactose. Variando-se a agitacdo de 200 rpm para 400 rpm e posteriormente
600 rpm, respectivamente, com o objetivo estudar a influéncia da agitacdo na expressao da
proteina 503 de Leishmania i. chagasi.

A Figura 40 ilustra o comportamento das trés frequéncias de agitacdo estudadas no

crescimento celular do clone 503 cultivado no meio 2xTY (induzido por lactose).
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Figura 40 - Influéncia da agitacdo no crescimento celular do clone 503 (induzido por lactose) em biorreator.

Na Figura 40 nota-se mais uma vez a auséncia da fase lag confirmando a boa
adaptacdo do clone 503 no meio cultivo 2xTY. Comparando os parametros cinéticos dos
ensaios F20, F21 e F22 em biorreator sob diferentes velocidades de agitacdes (Tabela 12),
verifica-se que no ensaio F22, sob agitacdo de 600 rpm e vazdo de aeracdo 1 vvm, obteve-se
méaxima concentracao celular Xmsx de 3,53 g/L. Pode-se observar na Figura 41, que o aumento
da agitacdo de 200 rpm para 600 rpm resultou em um incremento significativo na biomassa.
Sob elevada agitacdo, o crescimento celular aumentou com uma velocidade especifica de
crescimento no valor de 0,11 h™ a 200 rpm para 0,24 h™ a 600 rpm. Este incremento na
biomassa do ensaio F22 a 600 rpm submetido a maior agitacdo pode ser explicada pela maior
transferéncia de oxigénio e de nutrientes o que pode ter favorecido o metabolismo primario do
clone 503.

A Figura 41 mostra o consumo do substrato do clone 503 (induzido por lactose) em
biorreator sob diferentes velocidades de agitagéo.
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Figura 41 - Consumo do substrato do clone 503 (induzido por lactose) em biorreator sob diferentes velocidades
de agitacdo.

Com relagdo ao comportamento do consumo de substrato dos ensaios com trés
frequiéncias de agitacdo estudadas, induzidos por lactose, conforme Figura 41, pode-se observar
que para 0 ensaio F22 a 600 rpm, houve um consumo mais acentuado de substrato o que
coincide com a méxima concentracao celular de 3,53 g/L. Para o ensaio F21 a 400 rpm, ha um
leve decréscimo na curva de substrato com fator de conversdo de substrato em biomassa no
valor de 2,3 g.g™.

A Figura 42 ilustra o comportamento da velocidade especifica de crescimento do clone

503 (induzido por lactose) em biorreator em diferentes agitagoes.
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Figura 42 - Velocidade especifica de crescimento do clone 503 (induzido por lactose) em biorreator.
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Na Figura 42 observa-se uma queda na velocidade especifica de crescimento apos
inducdo, essa reducdo pode ser atribuida @ mudanga do metabolismo de crescimento para
producdo da proteina 503. Esta mudanca € bastante acentuada para o ensaio F21 (meio 2xTY
clone 503) a agitacdo de 400 rpm, no qual apresentou uma queda mais acentuada no valor da
no valor da velocidade especifica de crescimento resultando na sintese mais rapida e um
maior producdo especifica Ppx = 0,08 g.g"* quando comparados aos demais ensaios com
diferentes frequéncias de agitacdo estudadas. Por outro lado, comparando-se os resultados
obtidos neste trabalho com os resultados obtidos por Riesenberg et al. (1990), Panda et al.
(1999) e Puertas et al. (2010) verifica-se que ndo existem grandes diferencas, pois ambos
apontaram um aumento da concentracdo da proteina com a diminui¢do da velocidade maxima
especifica de crescimento.

A Figura 43 ilustra a influéncia da agitacdo na producédo do antigeno 503 (induzido por

lactose) em biorreator.

o12d ' ' ' ' ' ' -
0,10 4
0,08
0,06

0,04 4

Proteina 503 (g/L)

0,02 4

0,00

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (h)

Figura 43 - Influéncia da agitacdo na producéo do antigeno 503 (induzido por lactose) em biorreator.

Com relacdo a influéncia da agitacdo na producédo do antigeno 503 (Figura 43) pode-se
observar que a sintese de proteina 503 ocorreu nas duas primeiras horas e a mesma permanece
estavel ao longo do cultivo, diferentemente ocorre com o0s ensaios do clone 648, induzidos
com IPTG. A alta carga metabodlica imposta por esse indutor (Glick, 1995; Kilikian et al.,
2000 e Tomazetto et al., 2007) resultou em estresse metabdlico e uma queda na estabilidade
protéica. Portanto, parece ser interessante a utilizacdo da lactose como indutor principalmente

devido ao baixo custo e a auséncia de toxicidade (Wang et al., 2010).
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Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os resultados obtidos por
Tomazetto et al. (2007) e Pansuriya & Singhal (2011), verificou-se que a maior concentracdo
de proteina foi obtida com agitacdo de 400 rpm. Portanto, percebe-se que a agitacdo moderada
aumentou a concentracdo da proteina 503, assim, 0 processo parece demandar uma agitacdo
em niveis que permitam o crescimento celular satisfatorio e evite a formagé&o de acido acético.
A Figura 44 apresenta a influéncia da agitacdo na produtividade da proteina 503 em

biorreator.
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Figura 44 - Produtividade da proteina 503 (induzido por lactose) em biorreator.

Percebe-se que a maioria dos ensaios atingiu a maxima produtividade da proteina 503
durante 1 hora de cultivo, no instante em que foi realizada a indugéo. O ensaio F22 a 400 rpm
apresentou melhor valor de produtividade da proteina 503 (0,1 g/L.h) quando comparado a
todos os demais que atingiram valores de aproximadamente 0,07 g/L.h. E interessante
ressaltar mais uma vez a importancia da velocidade especifica de crescimento no instante de
inducéo que foi de 0,3 h™, podendo-se concluir que se a célula chega a fase de inducéo com
alta velocidade especifica de crescimento, no instante de inducdo, conforme o ensaio F22

(clone 503 meio 2xTY) a agitacdo de 400 rpm, resultou no maior rendimento especifico Ppx
(0,08 g.g™).

A influéncia da agitacdo na concentracdo de acido acético do clone 503 cultivado no

meio 2xTY (induzido por lactose) em biorreator pode ser avaliada na Figura 45.
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Figura 45 — Concentracao de 4cido acético do clone 503 (induzido por lactose) em biorreator.

A Figura 45 mostra a maxima concentracdo do &cido acético para as trés frequéncias
de agitacdo estudadas ocorreu no instante de inducéo (1h) e atingiu a maxima concentracéo no
valor de 0,54 g/L, entretanto, quando comparado com as Figuras 45 e 48, ndo percebe-se 0
efeito inibitério no crescimento celular e na expressdo da proteina 503, quando acumulado a
concentracdo inferior a critica 0,9 g/L. Portanto, pode-se concluir que as frequéncias de
agitacdo estudadas (200, 400 e 600 rpm), por atingir a maxima concentracdo de acido acético
inferior ao valor critico a 0,9 g/L, deve ndo exercer efeito inibitério no crescimento e
expressdo da proteina. A lactose, além de ser uma molécula indutora mais barata e menos
toxica, pode atuar com fonte de carbono, uma vez que a concentracdo ideal da lactose é de
fundamental importanca para viabilizar a sintese da proteina. Neste contexto, a Figura 46,
mostra 0 comportamento da concentracdo de lactose logo ap6s a etapa de inducdo para as trés

frequéncias de agitacédo estudadas.
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Figura 46 - Concentragéo de lactose ao longo da etapa de inducdo em biorreator.

Percebe-se que apesar da lactose ndo ser metabolizada pela Escherichia coli, a inducéo
por lactose mostrou-se uma estratégia promissora para promover a sintese da proteina, pois a
concentracdo de acido acético pode ser mantida abaixo de 0,9 g/L.

A lactose é um dissacarideo que na presenca da enzima lactose permease serd
hidrolisada e metabolisada pela célula bacteriana. Pode atuar como molécula indutora e como
substrato, assim células podem continuar crescendo e produzir a proteina, sendo menos
provavél ocorrer a lise celular. No entanto, a alta carga metabdlica imposta pelo IPTG,
quando comparada com a inducgdo de lactose, além do alto teor de proteina e estabilidade da
mesma, indica que a lactose é provavelmente o indutor mais propicio para a sintese desta
proteina heterdloga. Enquanto que o IPTG atua apenas como indutor, ao ser adicionado na
célula ndo sera metabolizado acarretando apenas a producdo da proteina, e depois de de 3-4
horas as bactérias podem ter lise celular (Tian et al., 2011). A Tabela 8 apresenta 0s
parametros cinéticos obtidos com o clone 503 cultivado no meio 2xTY (induzido por lactose)

com trés diferentes frequéncia de agitacdo estudadas.
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Tabela 8 - Pardmetros cinéticos referentes aos ensaios com inducéo por Lactose em biorreator.

Ensai Kinax Acético T: Hymax * Ly [Proteinaintra]  t[Prot]yax Py Poix Py
nsaios

(9/L) (9/L) (h) () () max (9/L) (h) (9/Lh) (9/9)  (g/L.h)
F 20 200 rpm 1,68 0,5480 4 0,1195 0,1354 0,0575 2 1,27 0,0433 0,0522
F21 400 rpm 2,61 0,5110 8 0,2295 0,3062 0,1083 2 1,24 0,0801 0,0999
F22 600 rpm 3,53 0,5410 6 0,2471 0,2877 0,0741 2 1,72 0,0558 0,0696

De modo geral, comparando-se os resultados obtidos dos ensaios sem inducéo (F17,
F18, F19) com os ensaios com indugdo (F20, F21, F22) sob diferentes velocidades de
agitacdo, percebe-se que a concentracdo celular dos ensaios com indugdo foi
significativamente inferior em relacdo aos ensaios sem inducdo, 0 que € esperada essa
mudanca do metabolismo de crescimento para producdo da proteina de interesse. Com
excecdo do ensaio F20, o qual obteve valores aproximadamente semelhantes quando
comparado com a concentracdo celular do ensaio F17.

Comparando os parametros que caracterizam o crescimento celular entre 0s ensaios
F20, F21 e F22 em biorreator sob diferentes velocidades de agitacdo (Tabela 8), verifica-se
que o ensaio F22 (Clone 503 no meio 2xTY) sob agitacdo de 600 rpm e vazao de aeracdo de 1
vvm, atingiu-se maxima concentracdo celular de 3,53 g/L.

Para o clone 503, os ensaios F20 e F22 (Meio 2xTY) induzidos por lactose, nota-se
gue a variacdo na agitacdo de 200 rpm para 600 rpm acarretou um incremento de
aproximadamente 100% na concentracgdo celular de (1,68 g/L) para (3,53 g/L), produtividade
em células de 1,72 g/L.h superior ao ensaio F20, com agitacdo de 200 rpm, que apresentou
produtividade em células de 1,27 g/L.h. A elevada agitacdo a 600 rpm obtida no ensaio F22
(clone 503 no meio 2xTY) induzido por lactose aumentou a disponibilidade de oxigénio
favorecendo o metabolismo primério do clone.

No ensaio F21 (clone 503 no meio 2xTY) sob agitacdo de 400 rpm obteve-se uma
concentracdo de proteina de 0,1083 g/L que foi 68% superior quando comparado com a
concentracdo de proteina obtida no ensaio sob agitagdo 600 rpm que foi de 0,0741 g/L e 53%
superior ao ensaio sob agitacdo 200 rpm que foi de 0,0575 g/L. Parece que o aumento da
agitacdo para 600 rpm apresentou efeito negativo sobre a producéo de proteina, diminuindo a
producdo da mesma. No ensaio F22 a 600 rpm percebe-se que a elevada agitacdo pode
aumentar o crescimento celular do clone, entretanto, ndo corresponde a altas concentragdes da

proteina de interesse corroborando com os resultados obtidos por Tomazetto et al. (2007) e
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Bajaj & Singhal (2010). Em termos de expressao de proteina, a méxima concentracdo de
proteina 503 foi para ensaio F21, agitacdo de 400 rpm.

4.2- Verificagdo da expressdo da proteina por eletroforese em gel de
poliacrilamida

A eletroforese foi realizada para possibilitar a visualizacdo das bandas protéicas das
proteinas de interesse expressa pelos dois clones (648 e 503) utilizando a Escherichia coli
como hospedeiro. A expressdo da proteina recombinante foi avaliada qualitativamente por
eletroforese em gel do tipo SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

A proteina de interesse foi determinada quantitativamente, atravé do método de
Lowry. Os pontos experimentais para a realizacdo da eletroforese correspondem aos que
apresentaram maior concentracdo protéica (inicio da fase exponencial em cada cultivo). Para
todas as eletroforeses do presente estudo padronizou-se uma concentracdo de 50 pg/pl. A

Figura 47, ilustra as bandas protéicas expressa pelo antigeno 648 cultivado no meio 2xTY
induzido por IPTG.
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Figura 47- SDS-PAGE andlise da expressdo do antigeno 648 de Leishmania i. chagasi em E. coli induzido por
IPTG no meio 2xTY. Linha (1): Marcador; Linha (2): proteinas nao ligadas a resina, Linhas (3-6): amostras ndo
induzidas, Linhas (7 e 8): proteina eluida. Gel revelado por nitrato de prata.

Com base nos resultados dos ensaios submetidos a estratégia de inducdo por IPTG,
pode-se observar na Figura 47, que a proteina 648 aparece como uma banda nitida na primeira
eluicdo (Linhas 7-8), com massa molecular de aproximadamente 24 kDa. Nesse instante, a

concentracdo da proteina intracelular foi quantificada pelo método de Lowry com
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concentracdo de 0,18 g/L, confirmando a expressdo da proteina 648 no meio 2xTY. A Figura
48, ilustra as bandas protéicas expressa pelo antigeno 648 cultivado no meio TB induzido por
IPTG.

Figura 48 - SDS-PAGE andlise da expressdo do antigeno 648 da Leishmania i. chagasi em E. coli induzido por
IPTG no meio TB. Linha (1): Marcador; Linha (2): proteinas ndo ligadas a resina, Linhas (3-6): amostras nao
induzidas, Linha (7): proteina eluida. Gel revelado por nitrato de prata. A eficcia da inducdo por IPTG,
confirmando a expressdo da proteina 648 no meio TB com massa molecular de 24 kDa.

Como todas as amostras foram submetidas @ mesma rotina de tratamento e andlise até
aplicacdo no gel para realizagdo da eletroforese, pode-se relacionar a intensidade das bandas
obtidas com a concentracdo de proteina no meio. Nos ensaios para expressao da proteina 648,
observa-se nas Figuras 47 e 48, andlise da expressdao do antigeno 648 da Leishmania i.
chagasi em E. coli induzido por IPTG, nos meios de cultivo 2xTY e TB, respectivamente.
Percebe-se que o nivel de expressdo do meio 2xTY apresenta uma banda mais nitida (Figura
48) quando comparado ao meio TB (Figura 48) . Desta forma, 0 meio 2xTY por ser rico em
triptona pode favorecer a sintese de proteina enquanto que o TB, apesar de maior
disponibilidade de substrato favorece apenas ao crescimento. A Figura 49, ilustra as bandas
protéicas expressa pelo antigeno 503 cultivado no meio 2xTY induzido por IPTG e lactose.
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Figura 49 - SDS-PAGE andlise da expressdo do antigeno 503 da Leishmania i. chagasi em E. coli induzido no
meio 2xTY. Linha (1): Marcador; Linhas (2, 4, 6, 8): Proteinas eluidas induzidas por Lactose, Linhas (3, 5, 7):

Proteinas eluidas induzida por IPTG.

Pode-se observar, conforme Figura 49, que a proteina eluida utilizando-se a Lactose
como indutor (Linhas 2, 4, 6, 8) apresentam uma banda mais nitida em relacdo a proteina
eluida por IPTG (Linhas 3, 5, 7). Confirmando a massa molecular da proteina 503 induzido
por lactose ou IPTG, aproximadamente 56 kDa. A concentracdo da proteina intracelular,
induzido por Lactose e IPTG, quantificada pelo método de Lowry, foi de 0,079 g/L e 0,052
g/L, respectivamente. Confirmando a eficacia de inducdo da proteina 503 quando induzida
por IPTG ou Lactose, havendo indicativo de que o Gltimo indutor seja promissor para sintese
da proteina de interesse, corroborando assim com os resultados obtidos por Tomazetto et al.,
(2007); Li et al., (2011).

Com relacdo a velocidade de agitacdo, Figura 50, proteina eluida sob diferentes

agitacdes (200 rpm, 400 rpm e 600 rpm) e induzida por Lactose.
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Figura 50- SDS-PAGE analise da expressdo do antigeno 503 da Leishmania i. chagasi em E. coli induzido por
Lactose no meio 2xTY sob diferentes velocidades de agitacdo. Linha (1): Marcador; Linha (2): proteinas totais,
Linha (3): proteinas ndo ligadas a resina, Linha (4): proteina eluida a 200 rpm, Linha (5): proteina eluida a 400
rpm, Linha (6): proteina eluida a 600 rpm, Linha (7): proteina total, Linha (8): proteinas ndo ligadas a resina,
Linha (9): amostra extracelular.

Para os ensaios realizados as trés frequéncias de agitagdo, observa-se que a proteina
eluida a 400 rpm resultou uma maior concentracdo de proteina intracelular no valor de 0,1083
g/L. Na (Linha 9), aplicou-se amostra extracelular, verificou-se que as bandas ndo foram
visualizadas o que vem a evidéncia que a expressao € intracelular.

A Figura 51, ilustra as bandas protéicas expressa pelo antigeno 503 cultivado no meio

2XTY e TB, induzido por lactose e IPTG, respectivamente.
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Figura 51 - SDS-PAGE analise da expressdo do antigeno 503 da Leishmania i. chagasi em E. coli. Linha (1):
Marcador; Linha (2): proteinas totais, Linha (3): proteinas ndo ligadas a resina, Linhas (4 e 9): amostras ndo
induzidas, Linhas (5 e 7) proteina eluida no meio 2xTY induzida por Lactose, Linhas (6 e 8) proteina eluida no
meio TB induzida por IPTG.

Na Figura 51, observa-se que a proteina 503 de Leishmania i. chagasi no meio 2xTY
induzida por lactose (Linhas 5 e 7) apresentou uma banda mais nitida quando comparada com
a proteina eluida no meio TB (Linhas 6 e 8), (Linha 9): amostra ndo induzida. Observou-se
qualitativamente que o meio 2xTY foi 0 mais adequado para sintese protéica.

Pode-se verificar que a proteina 503 aparece com uma banda nitida apds primeira
eluicdo (Linhas 5-8), com massa molecular de aproximadamente 56 kDa. Nesse instante, a
concentracdo da proteina intracelular foi de 0,15 mg/mL. N&o percebe-se a presenca da banda
nitida (Linhas 4 e 9), pois nestes ensaios ndo foi adicionado indutor, confirmando a eficacia
de indugdo nos demais ensaios.

A partir dos géis referentes as proteinas 648 e 503 (Figuras 47-51), foi realizado
procedimento para calculo de seus pesos moleculares, através do qual constatou-se que seria,
respectivamente, 24 kDa e 56 kDa, corroborando com os resultados obtidos por Martins et al.

(2006).
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5. Conclusoes

Avaliando o comportamento dos clones (648 e 503) nos meios de cultivos
(2XTY e TB), o meio TB apresentou-se mais favoravel ao crescimento dos dois
clones. O clone 503 foi o escolhido para 0s ensaios subseqiientes devido ao
menor acumulo de &cido acético (metabolito inibidor) produzido pelo

metabolismo desse clone;

A expressdo das proteinas 648 e 503 apresenta 0 comportamento associado ao
crescimento, e a expressdo no meio 2xTY foi 0 mais adequado para sintese da
proteina para os cultivos realizados em incubador rotativo e biorreator de

bancada;

As proteinas 648 e 503 sdo armazenadas intracelularmente observando-se tanto

nos cultivos realizados em incubador rotativo quanto em biorreator de bancada;

O conhecimento das condi¢des fisioldgicas e metabdlicas do microrganismo no

instante de inducdo é um parametro importante para sintese de proteina;

Levando-se em consideracdo o contetdo proteico e sua estabilidade, a lactose

parece ser um indutor promissor para esta sintese protéica;

Com relacdo a influéncia da agitagdo na producdo do antigeno 503, verificou-se
que a agitacdo de 600 rpm favoreceu apenas o crescimento do clone. Em termos
de expressdo, 0 ensaio com a agitacdo de 400 rpm resultou em um melhor

acumulo da proteina;

A expressdo das proteinas 648 e 503 foram confirmadas por eletroforese, com a
identificacdo da massa molecular. As massas moleculares da proteina 648 nos
meios 2xTY e TB foram, respectivamente, 24 kDa. A massa molecular da
proteina 503 no meio 2xTY foi de 56 kDa;

De posse dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se estudar a possibilidade

de realizagdo de ensaios em batelada alimentada, a fim de minimizar a produgéo
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de metabolitos secundarios, principalmente, o &cido acético, maximizando a

producéo do bioproduto de interesse.

e Pode-se propor um modelo matemético fenomenoldgico ndo-estruturado do
processo em batelada, assim com o modelo bem ajustado é possivel fazer
simulagoes em batalada, batelada alimentada e continuo a fim de otimizar o

processo de producdo de antigenos recombinantes de Leishmania i. chagasi.
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ANEXO |

Tabela 1. Lista dos tampd&es dos tamp0es utilizados na purificacdo da proteina de

interesse e no procedimento de lise dos corpos de incluséo.

Tampéo Composicéo Etapa

Tampéo de Fosfato de sodio 100 mM, 8 M .
o N ) Purificagéo

Ligacdo uréia, 10 mM Tris-Cl, pH=6,3.
Tampéo de Fosfato de sodio 100 mM, 8 M -

_ B ) Purificacdo
Eluicdo C uréia, 10 mM Tris-ClI, pH=5,9.
Tampdo de Fosfato de sodio 100 mM, 8 M o

) . ) Purificagéo
Eluicdo E uréia, 10 mM Tris-Cl, pH=4,5.
Tampao de Fosfato de s6dio 100 mM, 8 M Lise dos corpos
Lise uréia, 10 mM Tris-ClI, pH=8,0. de incluséo

Referéncia : (Qiagen, Valéncia, U.S.A)
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ANEXO 11

Curva Padrao

O principio desse método consiste em duas rea¢fes colorimétricas: A reacdo de
Biureto, na qual os ions Cu interagem com as ligacGes peptidicas originando uma
coloracdo azul intensa e a reacdo, que envolve a adicao do reagente de Folin-Ciocalteau
em uma mistura complexa de sais inorganicos cuja reacdo com a tirosina e o triptofano
resulta em uma coloragédo azul esverdeada intensa. A combinacdo dessas duas reacoes
fornece um teste muito mais sensivel do que as duas reacGes isoladamente

O procedimento de determinacdo da proteina consistiu em centrifugar uma
massa conhecida da suspensdo bacteriana. Ap0s contato com a resina, o sobrenadante
era diluido adequadamente com NaOH 1N, para posterior, determinacdo da quantidade
de proteina presente no caldo. Em seguida, adicionava-se 0,5ml desta solu¢do num tubo
contendo 5ml da solucdo D. Agitava-se novamente por 30 segundos. Apds 20 minutos
adicionava-se 0,5ml do Reagente de Folin. Agitava-se novamente por 30 segundos e
deixava-se repousar por 90 minutos. Este tempo foi suficiente para que a amostra
desenvolvesse uma coloragéo roxa.

Apds a leitura da absorbancia a 660 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel da
Thermo Spectronic modelo Genesys 10uV, o valor da concentracdo das proteinas nas
amostras foram obtidas pela interpolacdo numa curva padrdo, utilizando-se para isto
solugdes de Albumina bovina (Biosystems) como padrdo. No anexo Il, apresenta-se a
curva padréo.

Solucéo D

Solucdo A: a 2% (p/v) de CuSO4.5H,0.

Solucdo B: 4% (p/v) de Tartarato de sodio e potassio.

Solucdo C: 2% (p/v) de Na,COs,

Solucdo D: Juntava-se 2ml da solucdo A e 2ml da solugdo B num baldo de
100ml, completando-se o volume com a solugéo C.

Reagente 2: reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma) diluido para 1N.

A partir do reagente de Folin (Merck) 2N, obteve-se uma solugdo 1N através da

diluicdo com &gua.
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Para obtencdo de uma curva padrdo foram utilizados padrbes a partir de
Albumina bovina (Biosystems) com concentragdes de 20, 70, 210, 280, 350 e 420
mg/mL, as quais foram relacionadas com suas respectivas absorbancias.

A curva padrdo resultante foi y = 758,16. X — 31,952 com coeficiente de
correlacdo de R =0,9919.
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ANEXO I11

Curva Padrao correspondente a concentracdo do acido acético

120000

100000 -

= 82556%-2925.2
R? = 0,9975 /
80000
/ —— Sériel
60000 . .
/ Linear (Sériel)
40000 /
20000

O I I

Curva Padrao correspondente a concentracdo de lactose
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Cromatograma tipico indicando o pico correspondente ao 4cido acético
(Tr= 10,5 minutos).
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Cromatogramas de producéo do &cido acético em meio 2xTY (A) e Meio TB (B)

com tempo de retencéo (Tr= 10,5 minutos).
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