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Lista de abreviaturas

BCIP 5-bromo-4chloro-3-indolyl-phosphate p-toluidine salt
BT Bacillus thuringiensis

DAP Diaminopimelato

DNA acido desoxirribonucléico

DNS acido 3,5- dinitrosalicilico

IgG imunoglobulina G

IPTG isopropiltiogalactosideo

kDa quilo daltons (1 000 daltons)

mRNA acido ribonucléico mensageiro

NBT nitro-blue tetrazolium cloride

pH potencial hidrogeniénico

PVDF diflureto de polivinileno

Rcd pequenos RNAs reguladores de transcrigéo

SDS sodio dodecilsulfato

SDS-PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
tRNA acido ribonucléico transportador

vvm volume de ar por volume de meio por minuto
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RESUMO

A sequéncia de nucleotideos codificante do peptideo derivado da hidrélise da
canatoxina (jaburetox-2Ec), foi clonada e expressa nos sistema pET101/E. coli BL
21. Neste trabalho, estudamos a estabilidade dos plasmideos da série pET
contendo a sequéncia codificante do jaburetox-2Ec no sistema de expresséo E.
coli BL 21 (Mulinari, 2004), e as condi¢gdes para aumentar producédo do peptideo
recombinante, avaliando a velocidade de transferéncia de oxigénio, o controle do
pH, e a utilizagao da lactose como indutor em substituicdo ao IPTG. O cultivo da
bactéria recombinante em incubadora orbital contendo 10 g/l de lactose como
indutor produziu 1,26 ug de jaburetox-2Ec/mg de proteina total apds oito horas de
cultivo. A estabilidade do plasmideo e a expressao do peptideo recombinante
foram estudadas em biorreatores. A expressao do jaburetox-2Ec foi fortemente
afetada pelo pH da cultura, com a diminuigdo de mais de 50 % da concentragéo
desse peptideo quando ocorre acidificagao do meio de cultura. Da mesma forma,
0 aumento da aeragdo e agitagdo tem efeito negativo sobre a produgdo do
peptideo, diminuindo em sete vezes a produgdo do jaburetox-2Ec. Apesar do
aumento da biomassa devido ao cultivo da E. coli recombinante em meio minimo,
contendo como fonte de carbono a glicose, isto ndo representou aumento da
concentracdo do peptideo recombinante. Contudo, sob a melhor condicdo de
cultivo em biorreator estudada (pH controlado e menor transferéncia de oxigénio),
obteve-se uma produgdo de 7,14 ug de jaburetox-2Ec/mg de proteina total,
representando em torno de 2 % da proteina total da célula. Em todas as
bateladas, apds atingir a maxima expressdo do peptideo, essa concentragao
diminui provavelmente devido a atividade das proteases da célula causando a
degradacdo do peptideo recombinante. A carga metabdlica imposta a célula
devido a expressao do jaburetox-2Ec, € uma das possiveis causas da

instabilidade do plasmideo observada em todas as bateladas.



Abstract

The sequence of nucleotides encoding the canatoxin-derived-peptide (jaburetox-
2Ec), was cloned and expressed in pET101/E. coli BL 21 vector system. In this
work, we studied the stability of pET101-based plasmids containing the sequence
encoding the jaburetox-2Ec in pET101/E. coli Bl 21 system (Mulinari, 2004), and
the conditions for increasing the production of the recombinant peptide regarding
oxygen mass transfer rates, pH control, and the use of lactose as inducer instead
of IPTG. Bacterial cultivation in shaker with 10 g/l of lactose as inducer produced
1.26 pg of jaburetox-2Ec/mg total protein after eight hours of growth. Plasmid
stability and the expression of recombinant peptide were studied in bioreactors.
Expression of the jaburetox-2Ec was strongly affected by pH of cultures, with
decreases of more than 50 % when acidification was freely allowed. Likewise, the
increased aeration and agitation speed had a negative effect on peptide
production, which was decreased by a factor of seven times. In spite of increased
biomass formation, cultivation of the recombinant E. coli in minimum medium,
containing glucose as carbon source, did not improve of the concentration this
peptide. However, under the best study conditions in bioreactor (controlled pH and
low oxygen mass transfer rates), we were able to achieve a total peptide
production of 7.14 ug/mg total protein, representing almost 2 % of total cell protein.
In all batches, after maximum expression of the peptide its concentration
decreased, probably due to cell protease activities causing degradation of the
recombinant peptide. The metabolic burden imposed on cells due to expression of
the jaburetox-2Ec is probably one of the causes of the plasmid instability observed

in this work.



INTRODUCAO

As ureases encontradas em bactérias, fungos e plantas séo
enzimas niquel-dependentes que catalisam a hidrdlise da uréia a ambnia e
carbamato (WANG & TARR, 1955). Em plantas, essas ureases, além de atuarem
no metabolismo do nitrogénio, estdo envolvidas no mecanismo de defesa da
planta (POLACCO & HOLLAND, 1993). Essa defesa em Canavalia ensiformis foi
identificada e atribuida a uma das isoformas de urease, canatoxina (CNTX), que
mesmo tendo a sua atividade ureasica inibida, apresenta toxidade em algumas

ordens de insetos (CARLINI & GUIMARAES, 1981; FOLLMER et al., 2001).

A canatoxina, quando ingerida por insetos que apresentam
digestdo baseada em enzimas proteoliticas acidas do tipo catepsinas, é
hidrolisada produzindo varios peptideos (FERREIRA-DaSILVA et al., 2000).
Dentre estes, identificou-se um peptideo de 10 KDa, denominado jaburetox-2Ec, o
qual é responsavel pela letalidade aos insetos. A sequéncia de nucleotideos
codificante desse peptideo foi clonada e expressa no sistema pET101/Escherichia

coli BL 21 (MULINARI, 2004).
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STANISCUASKI et al (2005), demonstraram que tanto a ingestao
da CNTX quanto do jaburetox-2Ec acarretam a letalidade ao Dysdercus
peruvianus, praga da cultura do algoddao. Nesse estudo os autores ainda
observaram que o efeito toxico gerado era maior e em menor tempo para os
insetos alimentados com o peptideo recombinante. Provavelmente, isso seja
devido a eliminagao da etapa da acao das enzimas tipo catepsinas sobre a CNTX.
Esses resultados demonstram a possibilidade do uso desse peptideo
recombinante como um bioinseticida em alternativa aos insetos nao susceptiveis

a proteina BT (STANISCUASKI et al., 2005).

Entretanto, de acordo com os estudos realizados por MULINARI
(2004), constatou-se um baixo rendimento da produgao do jaburetox-2Ec obtido
através do cultivo realizado em incubadoras orbitais. Visando a continuidade dos
experimentos em laboratério, entre esses, determinar o mecanismo de acao
desse peptideo recombinante em insetos, faz-se necessario um estudo da

expressao desse peptideo recombinante em biorreatores.

1 Revisao da Literatura

1.1 Expressdao de proteina recombinante em E. coli

Desde ao advento da tecnologia do DNA recombinante, 1970, um

enorme numero de diferentes genes tém sido isolados, caracterizados e

expressos em células hospedeiras (GLICK & PASTERNAK, 1994; GLICK, 1995).

11



E. coli foi o primeiro organismo utilizado como célula hospedeira e apesar da
variedade de organismos e sistemas de express&do conhecidos para a produgao
de proteina recombinante, essa bactéria gram negativa ainda é largamente
utilizada (SWARTZ, 2001).

Entretanto, E. coli possui algumas limitagdes em seu sistema de
expressao incluindo a incapacidade de realizar modificagdes pos-traducéo,
comum em eucariotos, auséncia de um sistema de secrecdo para uma eficiente
liberacdo da proteina recombinante para o meio de cultura e limitada capacidade
produzir algumas proteinas complexas (proteinas contendo multiplas pontes de
dissulfeto) (DUILIO et al., 2004). No entanto, proteinas como interferons,
interleucinas, horménio de crescimento, albumina sérica humana, estdo entre as
proteinas recombinantes expressas com sucesso em E. coli recombinante (LEE,
1996).

Contudo, a aplicacao industrial de E. coli para sintetizar proteinas
terapéuticas requer a auséncia de proteinas da célula hospedeira para garantir a
seguranga do produto final (LEE & LEE, 2003). Muitas dessas proteinas séo
produzidas na forma insoluvel, biologicamente inativadas em corpos de inclusao,
sendo que a atividade biolégica dessa proteina pode ser reconstituida através de
complicados processos adicionais que aumentam os custos e diminuem a
produtividade (VILLAVERDE & CARRIO, 2003).

Estratégias para prevenir a formagéao de corpos de inclusdo séo
visadas para reduzir a perda da proteina recombinante, tais como: 1) baixo

numero de copias de plasmideo, 2) promotor fraco, 3) cultivo em baixa
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temperatura ou em condicbes extremas de pH (SCHUMANN & FERREIRA,
2004).

Devido ao rapido crescimento celular, a velocidade de producéao
de proteinas, combinado com o extenso conhecimento fisiolégico e os avangos na
manipulagdo genética, E. coli tem sido um sistema de expressdo altamente
versatil (SWARTZ, 2001). Entretanto, todo esse conhecimento acumulado nao ira
garantir a eficiente expressao da proteina recombinante em E. coli. Nao existe,
por exemplo, um sistema de expressdo eficiente para todas as proteinas
recombinantes. Cada proteina apresenta um novo problema, e o alto nivel de
sintese tem sido otimizado em cada caso através de variagbes empiricas dos

diferentes parametros (SCHUMANN & FERREIRA, 2004).

1.2 Estratégias paraa uma eficiente expressao de proteina
recombinante em E. coli

Aproximadamente 80 % das proteinas submetidas ao banco de
dados de proteinas (PDB) em 2003 foram expressa no sistema E. coli
(SYRENSEN & MORTENSEN, 2005). Entretanto, a eficiéncia e alto nivel de
expressao de proteina recombinante em E. coli depende de varios fatores, tais
como: promotor forte, estabilidade de mRNA e plasmideo, frequéncia de cédons,
acumulo de biomassa e condicdo de fermentacédo, favoraveis para a obtengao de

alta produtividade com baixo custo agregado (JANA & DEB, 2005).
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Varios estudos sobre sistemas de cultivo celular tém sido
publicados, demonstrando que a composicdo do meio de cultura, condi¢des
ambientais como pH, temperatura, aeracao e outros parametros podem afetar a
tradugdo do mRNA, aumentar atividade proteolitica e niveis de expressao (BIRD
et al.,, 2004; CORISDEO & WANG, 2004), uma vez que a superexpressao de
proteinas recombinantes resulta em uma rapida resposta de estresse e mudanca
no metabolismo de E. coli (DONG et al.,, 1995; RINAS, 1996). Essa resposta
celular pode acarretar a instabilidade do plasmideo, degradagao do ribossomo,
inibicdo do crescimento ou lise celular o que pode afetar negativamente a
producao da proteina recombinante (BENTLEY et al., 1990; KURLAND & DONG,

1996).

1.2.1 Linhagens E. coli

O conhecimento da sequéncia do cromossomo de E. coli e a
variedade de ferramentas genéticas, permitem varias modificagdes em linhagens
dessa bactéria obtendo mutantes com metabolismo diferenciado que favoregam a

expressao de proteina recombinante (SWARTZ, 2001).

A formacao de acido acético, em cultivos de E. coli, tem sido
freqientemente discutida na literatura e ha um consenso geral em evitar a
formacdo desse metabolito (SANDEN et al., 2002), uma vez que um dos maiores
problemas da expressdo em E. coli é o acumulo de acetato ao longo do cultivo o

que contribui para a redugédo da producgéo da proteina alvo (JANA & DEB, 2005).
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Varias estratégias tém sido propostas para reduzir o acumulo de acetato, tais
como: a) cepas mutantes que reduzem a sintese do acetato (ARISTIDOU et al.,
1994; SAN et al., 1994), b) uso de ar enriquecido com oxigénio ou oxigénio puro
(NEUBAUER et al.,, 2003), c) uso de substratos alternativos que reduzem a
formagao de acetato, como glicerol (ANDERSON & VON MEYENBURG, 1980), d)
co-expressao de hemoglobina para aumentar a capacidade de oxidagao (KALLIO

et al., 1994).

FLORES et al (1996), inativaram completamente o sistema
fosfoenoltransferase (PTS) para evitar a hidrélise do fosfoenolpiruvato por PTS e
entdo direcionar o fluxo da glicose através do transporte galactose permease.
Tanto essa modificagdo genética na cepa ou o que tradicionalmente é realizado,
isto é, a diminuicdo do fluxo de glicose no meio de alimentagéo, implica na
reducdo do transporte desse acucar para dentro da célula evitando assim a

formacao de acetil-CoA.

Entretanto, FARMER & LIAO (1997) reduziram a formagédo de
acetato sem a necessidade da limitagdo de glicose. A construgcdo de uma
linhagem que superexpressa a carboxilase fosfoenolpiruvato, catalisa a
conversao direta do fosfoenolpiruvato em oxaloacetato evitando assim a etapa de

sintese de acetil-CoA.

Outra interessante manipulagdo genética em E. coli foi descrita
por ROWE & SUMMERS (1999). A superexpressdao de pequenos RNAs
conhecidos como Rcd em mutantes hns (linhagens deficiente na expressao de H-

NS histona-like) produziu células quiescentes. Apds a indugdo de Rcd, essas
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células diminuem significativamente a producao das suas proteinas, mas continua
a expressao da proteina recombinante. A capacidade de biosintese desse
sistema é demonstrada através da expressao de cloranfenicol acetiltransferase
representar mais de 40% da proteina total. Contudo, ainda ndo ha pesquisa

demonstrando a eficiéncia dessa linhagem em alta densidade celular.

Além disso, a producdo de proteinas recombinante por E. coli
também ¢é reduzida devido a acdo de proteases e/ou degradacdo de RNA
mensageiro (mRNA) da proteina recombinante (BIRD et al.,, 2004;
SIRENSEN & MORTENSEN, 2005). Essa é uma resposta ao estresse gerado
pela alta producéo de proteina recombinante (RAMIREZ & BENTLEY, 1995). Para
contornar esse problema, linhagens deficientes em proteases, como E. coli BL 21,
comercializada pela Novagen (Brasil), apresenta mutagdo em ompT e lon, duas
proteases que podem interferir na expressao ou na purificacdo da proteina

recombinante (NOVAGEN).

Livros textos frequentemente descrevem com énfase a expresséo
dos genes sob o controle do inicio da transcricdo, o qual é realizado através de
proteinas que modulam a atividade da RNA polimerase. Contudo, estudos
recentes indicam que a bactéria comumente explora varios mecanismos de
regulagdo pos-transcricionais para coordenar a expressao de seus genes. Entre

esses esta a estabilidade do RNA mensageiro (mMRNA) (WINKLER, 2005).

A rapida degradacdo dos mRNAs pode comprometer a produgéo
da proteina recombinante (HANNING & MAKRIDES, 1998). A meia-vida dos

mRNAs em E. coli a 37° C estad entre segundos e no maximo 20 minutos

16



(RAUHUT & KLUG, 1999; REGNIER & ARRAIANO, 2000). A degradacéo é
realizada por RNases, principalmente por duas exonucleases, RNase |l e

PNPase, e uma endonuclease, RNase E (SYRENSEN & MORTENSEN, 2005).

Linhagens como E. coli BL 21 sdo mutantes no gene que
codifica a RNase E (rne 131), ou seja, esses sistemas recombinantes de
expressdo apresentam uma maior estabilidade do mRNA (LOPEZ et al., 1999)

favorecendo a tradugao da proteina recombinante.

1.2.2 Promotores

A regulacédo da expressao génica requer um sistema de indugéo
ou de repressao, portanto, todos os sistemas de expressio estdo sob controle de

promotores (SHUMANN & FERREIRA, 2004).

Promotores frequentemente utilizados em vetores de expressao
em E. coli devem apresentar algumas caracteristicas importantes (GOLDSTEIN &
DOI, 1995). Primeiro, um promotor forte € caracterizado quando a expressao da
proteina recombinante representa 10-30 % da proteina total da célula. Segundo,
deve apresentar o minimo de atividade de transcrigdo basal. Isso é
particularmente importante em casos onde a proteina expressa é tdxica ou
interfere no metabolismo celular (HANNING & MAKRIDES, 1998). Além disso,
essa baixa atividade do promotor também é solicitada quando ha produgdo de
proteina recombinante em larga-escala, onde se explora o crescimento celular

para atingir alta densidade celular (JANA & DEB, 2005). A terceira caracteristica
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no promotor € a inducdo ser realizada de forma simples e de baixo custo
(HANNING & MAKRIDES, 1998). A indugao térmica ou quimica é largamente
utilizada na produgdo em larga-escala de proteina recombinante. Mas existem
alguns promotores sob controle de varios sinais, tais como: pH, concentragéao de

oxigénio, osmolaridade, etc (CHOU et al., 1995; GOLDSTEIN & DOI, 1995).

A inducao térmica é baseada na troca de temperatura para que
ocorra 0O inicio da transcricdo da proteina alvo. Entretanto, existem algumas
desvantagens nesse sistema. A indugdo baseada no aumento da temperatura
induz uma resposta de heat-shock e concomitantemente a superexpressao de
proteases (HANNING & MAKRIDES, 1998) o que diminui a produgéo da proteina
recombinante. Enquanto que a indugao realizada pela diminuigdo da temperatura,
o tempo de inducédo é relativamente curto, 1-2 horas, para acumulo de proteina

recombinante (BANEYX, 1999).

O IPTG (isopropiltiogalactosideo) € um forte indutor quimico
utilizado largamente em pesquisa basica (MENZELLA et al., 2003) na indugao de
promotores lac, tac e trc (MAKRIDES, 1996). Entretanto, estudos demonstram
que somente o IPTG (independente da produgéo de proteina recombinante) pode
causar uma resposta de estresse em E. coli. Observou-se que ha tanto uma
diminui¢ao na velocidade de crescimento como uma elevada sintese de proteinas
de estresse (KOSINSKI et al., 1992; ADERSSON et al., 1996). E ainda, devido a
essa toxidade do IPTG, o uso desse indutor € indesejavel na produgdo de

proteinas recombinantes com finalidade terapéutica ou na producdo em larga-
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escala devido ao alto custo desse indutor (DONOVAN et al., 1996; GOMBERT &

KILIKIAN, 1998).

A lactose pode ser uma alternativa ao IPTG na indugdo de
diferentes proteinas recombinantes (DONOVAN et al., 1996; GOMBERT &
KILIKIAN, 1998; SUNITHA et al., 2000). A utilizagdo da lactose como indutor &
atrativa principalmente em cultivos realizados em biorreatores, devido ao baixo
custo agregado, por ndo apresentar toxidade as células e ainda servir como fonte
de carbono, diferentemente dos casos onde o IPTG é utilizado (NEUBAUER et

al., 1992; KOSINSKI et al., 1992; GOMBERT & KILIKIAN, 1998).

1.2.3 Numero de copias e estabilidade do plasmideo

O numero de coépias do plasmideo determina a quantidade de
genes disponiveis para a expressdo, portanto, alto numero de coépias do
plasmideo proporciona maior produtividade (JANA & DEB, 2005). Entretanto,
essa grande quantidade de plasmideo impde uma carga metabdlica a célula
devido a demanda de replicagdo, transcricdo e tradugcdo do genoma do
plasmideo, levando a instabilidade do mesmo (SUMMERS, 1991; JANA & DEB,

2005).

Um dos principais problemas da aplicagdo de linhagens
recombinantes na producao de proteinas é a instabilidade do plasmideo durante o
cultivo (NAYAK & VYAS, 1999). A desigual distribuicdo desses plasmideos para

as células filhas durante a divisdo celular, resulta no aumento das células sem
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plasmideo (HAGG et al., 2004). Essas células apresentam uma vantagem na
velocidade de crescimento sobre as células com plasmideo (ENSLEY, 1986;
NORDSTROM & AUSTIN;1989). Isso torna o processo dispendioso uma vez que
essas células sem plasmideo consomem substrato e nao séo células produtoras
de proteina recombinante (NAYAK & VYAS, 1999; HAGG et al., 2004). O cultivo
industrial de células recombinantes requer que o plasmideo seja estavel por mais

de vinte e cinco geracdes (IMANAKA & AIBA, 1981).

Inimeros estudos experimentais tém demonstrado que a
estabilidade do plasmideo é afetada pelo sistema de segregacdo (MEACOK &
COHEN,1980), meio de cultura (MATSUI et al., 1990), velocidade de crescimento
(GUPTA et al., 1995), tamanho do inserto (WARNES & STEPHENSON, 1986),
nivel da expressdao da proteina recombinante (BENTLEY & KOMPALA, 1990;
KHALILZADEH et al., 2003), expressao de proteinas toxicas, células cultivadas
em alta densidade celular e em processos continuos também sao fatores que

levam a instabilidade do plasmideo (BANEYX, 1999).

Dois tipos de instabilidade de plasmideo tém sido caracterizadas.
O primeiro tipo, instabilidade de segregacgao, surge devido ao defectivo sistema
de segregacao do DNA plasmidial entre as células filhas durante a divisdo celular
resultando na perda desse plasmideo para uma das células. O segundo tipo,
instabilidade estrutural, é resultado de uma mudancga fisica como a delecgao,

insercao ou rearranjo do DNA plasmidial (GUPTA et al., 1995).

Para tentar diminuir a instabilidade do plasmideo € comumente

realizada a pressao seletiva através da adigdo de antibiéticos no meio de cultivo
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ou o silenciamento de um gene, o qual deve ser um gene que expressa uma
proteina ou um aminoacido essencial para o desenvolvimento celular, localizado
NO cromossomo e copia desse mesmo gene inserida no plasmideo recombinante

(BANEYX, 1999; HAGG et al., 2004).

A inser¢cdo de alguns genes de resisténcia a antibidticos no
plasmideo seguido da adigdo do antibiético correspondente ao meio de cultivo
permite a pressdo seletiva das células com plasmideo (HAGG et al., 2004). Os
antibidticos mais comumente utilizados sdo ampicilina, canamicina, cloranfenicol e
tetraciclina. Contudo, a concentracdo do antibidtico utilizada na selecdo do
plasmideo, freqientemente diminui ao longo do cultivo devido a degradagao
enzimatica, proporcionando o crescimento das células sem plasmideo

(DEGRYSE, 1991; BALBAS, 2001).

A transferéncia de um gene essencial do cromossomo da célula
hospedeira para o plasmideo € uma tentativa de condicionar a sobrevivéncia
dessa célula a presencga do plasmideo. Por exemplo, DEGRYSE (1991), descreve
um plasmideo onde o gene de resisténcia ao antibidtico, ampicilina, foi substituido
pelo gene dapD, sendo a copia desse gene silenciada no cromossomo. Esse
gene é essencial para a sobrevivéncia dessa célula hospedeira, uma vez que o
diaminopimelato (DAP) é precursor da sintese de lisina. Quando a lisina esta
presente no meio de cultura , ocorre a sintese das proteinas. No entanto, células
dap™ apds a divisao celular sofrem lise devido a auséncia desse aminoacido na
célula (BUKHARI & TAYLOR, 1971). Contudo, a cépia do gene no cromossomo é

somente silenciada, por isso, freqlientemente pode haver a reestruturacdo da
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copia do gene no cromossomo permitindo o desenvolvimento das células sem
plasmideo. Além disso, as células sem plasmideo podem obter uma fonte de
sobrevivéncia do produto do gene silenciado através da alimentagdo durante o

cultivo, secrecéo ou lise celular (HAGG et al., 2004).

1.2.4 Condicoes de cultivo

Atualmente a maioria das proteinas recombinantes expressas
em E. coli sido consideradas de alto custo e baixa producdo. Para alto-volume-
baixo-valor do produto, a alta densidade celular juntamente com alta
produtividade sao essenciais para esse produto ser economicamente viavel

(SHILOACH & FASS, 2005).

Técnicas de cultura de alta densidade celular tém sido
desenvolvidas para melhorar a produtividade, tendo-se iniumeras vantagens na
obtencdo desse processo, como a reducdo do volume da cultura, redugao no
investimento em equipamentos e no valor do produto (LEE, 1996). A obtencéo do
cultivo de alta densidade celular € iniciada através do estudo em biorreator, o qual
pode operar em trés diferentes regimes: batelada, batelada alimentada e
continua. O processo de batelada alimentada é frequentemente o mais utilizado

para atingir elevadas concentragdes celulares (LEE, 1996).

A composicdo do meio de cultivo deve ser cuidadosamente
formulada e monitorada uma vez que tem significativo impacto metabdlico sobre a

producao de células e proteina recombinante (JANA & DEB, 2005). Por exemplo,
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a traducdo de diferentes mMRNAs é diferentemente afetada pela temperatura

assim como a mudanga no meio de cultura (CORISDEO & WANG, 2004).

O meio Luria Bertani (LB), meio complexo composto de peptona,
extrato de levedura e cloreto de sddio, comumente utilizado para o cultivo de
bactérias em laboratério de pesquisa, desde o desenvolvimento da tecnologia do
DNA recombinante e produgdo proteinas recombinantes (LOSEN et al., 2004),
nao € o meio de cultura adequado para a obtencdo de alta densidade celular,
uma vez que em condi¢gdes controladas de temperatura, pH e oxigénio, pode
atingir uma densidade celular de 1 g/l (SHILOACH & FASS, 2005). O fator
limitante do crescimento celular em meio LB, ou em qualquer meio rico, é a

auséncia de magnésio na sua composicao (STUDIER, 2005).

Para a obtencdo de alta densidade celular é necessario o
desenvolvimento de meios de cultura que contenham todos os nutrientes
necessarios para suportar o crescimento celular (LEE, 1996) Entre esses
componentes nutricionais requeridos pela bactéria estdo fonte de carbono,
nitrogénio, fésforo, magnésio, potassio, ferro, manganés, zinco e cobre
(GUNSALUS & STANIER, 1960). O meio definido, onde as concentragdes dos
nutrientes estdo estabelecidas e controladas durante o processo, é geralmente
utilizado para a obtengao de alta densidade celular (LEE, 1996). RIESENBERG e
colaboradores (1991) estabeleceram a concentragdo maxima de alguns nutrientes
presentes no meio de cultivo que a E. coli pode suportar. Esses nutrientes e
concentragdes sao: glicose (50 g/l), aménia (3 g/l), ferro (1,15 g/l), magnésio (8,7

g/l), fésforo (10 g/l) e zinco (0,038 g/l).
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Além disso, durante a preparagdo do meio de cultivo ou mesmo
durante o cultivo, deve-se evitar a formacdo de complexos insoluveis, devido a
concentragdes de varios anions (fésforo, cloreto) e cations (magnésio, amdnia), o

que pode interferir no processo de fermentagao (DEAN, 1979).

No entanto, a cultura de alta densidade celular, apesar do alto
nivel de eficiéncia na producado de diferentes proteinas e nao proteinas como
aminoacidos e polihidroxibutirato, apresenta varios problemas, como limitacdo na
capacidade de transferéncia de oxigénio, acumulo de gas carbbnico o qual pode
diminuir a velocidade de crescimento e estimular a formacao de acetato, reducéao
na eficiéncia da homogeinizacdo do meio de cultivo e na dissipagdo do calor

(JANA & DEB, 2005; LEE, 1996).

Apesar da importancia, as informacdes sobre o efeito do oxigénio
sobre a producdo de proteina recombinante por E. coli sdo relativamente
escassas (BYLUND et al.,, 1999 ;: De LEON et al., 2003; LARA et al., 2005).
Contudo, sabe-se que a concentragao de oxigénio, a qual é influenciada pela
velocidade de agitacdo e temperatura do meio de cultivo, pode ser um fator
limitante na velocidade de crescimento do microrganismo (De LEON et al., 2003;

MARE et al., 2005).

No cultivo de E. coli recombinante em condi¢cbes anaerdbicas ou
condigdes onde a concentragdo do oxigénio oscila, ha uma redugédo da produgéo
de proteina recombinante (provavelmente devido a redugdo da produgao de
aminoacidos), instabilidade do plasmideo e diminuicdo da quantidade de RNA

quando comparado com condigdes aerdbicas (NAMDEV et al., 1993; SALMON et
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al., 2003). A degradacado do RNA é também uma estratégia da célula em reduzir o
gasto de energia, evitando assim a tradugcdo de proteinas que nao seréo
utilizadas durante o crescimento celular (LARA et al., 2005). Além disso, existe
uma relagdo inversa entre a concentragdo do oxigénio no meio de cultivo e a
formagado de acetato. Esse acumulo de acetato reduz o gradiente eletroquimico
em torno da membrana da bactéria, necessario para a sintese de ATP.
Consequentemente, contribuindo para a inibicdo do crescimento celular e
producdo de proteina recombinante (GOMBERT & KILIKIAN, 1998; De LEON et
al., 2003).

A temperatura € uma importante variavel que pode ser utilizada
no controle do metabolismo celular. Por exemplo, quando ha a diminuicido da
temperatura no meio de cultivo de 37° C para 26 — 30° C , ha uma reducdo na
captagcdo de nutrientes, na velocidade de crescimento do microrganismo,
diminuicdo da formacdo de metabdlitos secundarios e redugcao na demanda de

oxigénio (LEE, 1996).

1.2.5 Frequéncia de cdédons

E. coli, e em todas as células , utiliza um conjunto de 61 cddons
de aminoacidos para a producéo de varias moléculas de mRNA. Nesse conjunto
ha os cdédons que sao frequentemente expressos, cédons principais, e os coédons
pouco expressos, codons raros (GAO et al., 2004).

Apesar de E. coli possuir uma enorme capacidade de produzir

grande quantidade de proteinas, no entanto, quando o mRNA é de um gene de
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eucarioto ou outro organismo com diferente frequéncia de cédons (KANE, 1995),
entdo, freqlentemente ocorrem problemas na tradugcdo durante a fase de
producdo, levando a reducdo na quantidade e qualidade da proteina
recombinante (MCNULTY et al.,, 2003). Entre esses erros de tradugédo estdo: a
substituicdo de aminoacidos, troca de fase de leitura (frameshift) em que um ou
alguns pares de nucleotideos sao deletados ou inseridos, ou terminagéo
prematura da traducdo (KURLAND & GALLANT, 1996; SI{RENSEN et al., 2003).

Os codons, AGG/AGA, AUA, CUA, CGA e CCC, s&o encontrados
em baixa frequéncia em E. coli e sabe se que esse grupo de codons geralmente
pode ocasionar problemas de erros de tradugao (JANA & DEB, 2005).

No entanto, algumas estratégias s&o utilizadas para evitar os
erros de tradugdo, a reducdo da quantidade e da qualidade da proteina
recombinante. Um dos caminhos é a co-transformacdo da célula hospedeira com
um plasmideo contendo a sequéncia do tRNA do anticodon raro (KANE et al.,
1993; CALDERONE et al.,, 1996). Por exemplo, o cédon raro de arginina
(AGG/AGA) pode ser um fator limitante na expressao bacteriana para varios
genes de mamiferos, porque os codons AGA e AGG néo sdo frequentes em E.
coli. A co-expressdo do gene argU (dnaY), o qual codifica o tRNAArg (AGG),
resulta em alto nivel de expressdo da proteina recombinante (CHEN & INOUYE,

1994).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem o objetivo de estudar a estabilidade do
plasmideo pET101/jaburetox-2Ec em E. coli BL 21. Otimizar as condi¢bes de
cultivo para produgdo de jaburetox-2Ec avaliando parcialmente o impacto da
transferéncia de oxigénio, controle do pH e utilizacdo de lactose como indutor em

substituicdo ao IPTG.

2.2 Objetivos especificos

[) Substituir o indutor IPTG por lactose e determinar a melhor concentragao
desse agucar para realizar a indugao da expressao de jaburetox-2Ec.

II) Determinar a melhor condicdo de pH, aeracao e agitagcdo para a otimizagao
da produgéao de jaburetox-2Ec.

[II) Analisar a expressao de jaburetox-2Ec e da estabilidade do pET101/jaburetox-
2Ec ao longo do cultivo.

IV) Padronizar o ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a quantificar a

concentragcao de jaburetox-2Ec em extrato celular total.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Plasmideo e sistema de expressao

A sequéncia de nucleotideos codificante do jaburetox-2Ec foi
inserida no sitio de clonagem do vetor pET101 (Invitrogen). O peptideo
recombinante obtido, que tem sua expressdo sob o controle do promotor T7,
apresenta-se fusionado ao determinante antigénico V5 e uma cauda de histidina.
O sistema de expressao utilizado foi preparado através da transformacao da
Escherichia coli BL 21 (Invitrogen) com vetor recombinante pET101/jaburetox-
2Ec (Figura 1), o qual contém o gene de resisténcia a ampicilina para a selegéao
de colbnias transformadas (como descrito por MULINARI, 2004). A bactéria
recombinante foi cedida gentilmente pela Professora Célia Carlini, Laboratério de

Proteinas Toxicas, Departamento de Biofisica da UFRGS.
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promotor T7

pET101/D-TOPO
5753 bp
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Figura 1: Representacdo esquematica do vetor pET101/jaburetox-2Ec.

A: Representacado esquematica do vetor pET 101 (Invitrogen), contendo o inserto
jaburetox-2Ec. Construgéo realizada por MULINARI (2004).

B: Detalhe da regido compreendida entre os sitios de iniciagdo e terminagéo da
transcrigao.
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3.2 Analise da substituicdo do indutor IPTG por lactose

A substituicdo do indutor IPTG por lactose foi inicialmente testada
através do cultivo da E. coli BL 21 em 50 ml de meio LB (10 g/I de peptona, 5 g/l
de extrato de levedura , 10 g/l de NaCl e suplementado com 150 ug/ml ampicilina)
a 37° C sob 100 rpm de agitagdo. Esse meio de cultivo foi inoculado com 0,5%
(v/v) de um pré-inéculo cultivado sob as mesmas condi¢cdes. A cultura, apoés
atingir uma densidade o6tica (DOsgp) de 0,7 (fase exponencial), adicionou-se a
essa 25 ml de meio LB contendo lactose dissolvida. Duas concentracbes de
lactose , solugdes de 10 g/l e 20 g/l (concentragéo final em 75 ml do meio de
cultivo) desse agucar dissolvido em meio LB, foram avaliadas para identificar qual
dessas concentragdes induz uma maior expressao de jaburetox-2Ec. A partir da
inducdo, amostras de 10 ml foram retiradas de 2 em 2 horas até o final de oito
horas. As amostras foram centrifugadas e o pellet formado foi ressuspendido
em 1 ml tampé&o de lise (50 mM de fosfato de potassio, 400 mM de NaCl , 100 mM
de KCI, 5% de glicerol, 0,5% Triton X-100). A essa solugdo foram adicionadas
pérolas de vidro (didmetro 0,45-0,5mm) para a realizagdo da ruptura celular
através da agitagcdo da mesma em vortex, velocidade maxima, durante 5 minutos.
Proteinas totais soluveis, presente no sobrenadante, foram quantificadas pelo
método de BRADFORD (1976) e cerca 35 ug dessa proteina contida no extrato
celular foram analisados em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE (12,5%), corado
com azul brilhante de Coomassie G250. A quantificagcdo da concentracdo de

jaburetox-2Ec foi realizada através do ensaio imunoenzimatico (ELISA).
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3.3 Ensaio imunoenzimatico — ELISA

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizado para a
quantificacdo do jaburetox-2Ec foi realizado em microplacas (High Binding), onde
foram adicionados 50 ul , em ftriplicatas, de amostra de extrato celular, tampao
de lise , extrato celular de cultura n&o induzida e diferentes concentragdes de
jaburetox-2Ec purificado em cromatografia de afinidade por niquel (acido
nitrilotriacético-Niquel — QIAGEN), para a constru¢ao de uma curva padrao.

Microplacas de 96 pocos contendo as amostras foram incubadas
durante 1 h, para a sensibilizagdo das mesmas, em seguida, foram adicionados
100 pl de solugao bloqueio (5% de leite em pd desnatado em tampao salina TBS,
0,15 M NacCl, 0,05 M Tris-HCI, pH 7,4) em cada pog¢o. Apds o periodo de 1 hora
de bloqueio, essa solugao foi removida e adicionados 50 pl de anticorpos
primarios anti-jaburetox-2Ec (policlonal), diluidos 1: 2 500 em solugdo TBS
contendo 0,5% leite desnatado. Novamente essas microplacas foram incubadas
durante 2 horas e posteriormente essa solugao foi removida para a adicdo de
anticorpos secundarios anti IgG de coelho, o qual apresenta-se conjugado a
fosfatase alcalina (Sigma Chem. Co.), diluido 1: 5 000 em solugédo TBS contendo
0,5% leite desnatado. Todas as etapas acima foram realizadas em temperatura
ambiente e a cada adigcdo de uma nova solugdo, as microplacas foram lavadas 3
vezes com TBS.

Ao término de 2 horas de incubagdo com o anticorpo

secundario, foram adicionados 50 ul de solugdo de revelagao (borato de sddio -
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10 mM , MgCl; - 0,25 mM , pH 9,8) contendo 1 mg/ml de p-nitrofelinfosfato,
substrato da fosfatase alcalina. As microplacas foram incubadas a 37° C por no
maximo 30 minutos, em seguida a leitura da absorbancia foi realizada em

Espectramax.

3.4 Western-blot

Cerca de 10 ug de proteina foi submetida a eletroforese de
poliacrilamida, SDS-PAGE 12,5%. Apds a corrida, um sistema de transferéncia
de proteina por capilaridade foi montado, o qual consiste em : papel de filtro, gel,
membrana PVDF (previamente hidratada com metanol 100%), papel de filtro.
Terminada a transferéncia, o gel foi corado com prata e a membrana era
bloqueada durante 2 horas com uma solu¢do de TBS contendo 5% de leite em
po desnatado. Ao término de cada etapa a membrana foi lavada trés vezes com
TBS. Apds esse periodo, novamente a membrana era incubada por 2 horas com
anticorpo primario anti-jaburetox-2Ec, diluido 1:2 500 em TBS (v/v) . O
anticorpo secundario anti IgG coelho foi adicionado em diluicdo 1 : 30 000 em
solugdo TBS (v/v). A revelagao colorimétrica foi realizada através da adigao da
solugédo de revelagao (0,2M de Tris-Cl, 0,1 M de NaCl, 2,5mM de MgCl) contendo
NBT (nitro-blue tetrazolium chloride) e  BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

phosphate p-toluidine salt).
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3.5 Bioprocessos

3.5.1 Indculo do biorreator

A partir de uma colénia isolada de E. coli BL 21
(pET101/jaburetox-2Ec) foi preparado o pré-indculo em um erlenmeyer (125ml)
contendo 25 ml de meio LB (150 pg/ml de ampicilina), cultivado a 37° C sob 100
rom durante 18 horas. Em seguida, essa cultura foi transferida para um
erlenmeyer (500ml) contendo 125 ml de meio LB (150 ug/ml de ampicilina) e
cultivada sob as mesmas condigdes acima até atingir uma DOgg igual a 1. Essa

cultura foi utilizada como inéculo dos biorreatores.

3.5.2 Bateladaem meio LB

Apds o preparado do indculo, como descrito anteriormente, esse
foi transferido para um biorreator de 2 L (B.Braun, Germany ) contendo um
volume inicial de 1350 ml de meio LB (150 ug/ml de ampicilina) a 37° C sob
agitacéo e aeracédo de 400 rpm e 2 vvm (volume de ar por volume de meio por
minuto), respectivamente.

Para cada condicdo estudada foram realizados dois experimentos
independentes. Na primeira condicdo analisada, o pH nao foi controlado mas
monitorado. Enquanto que na segunda condigéo, o pH foi mantido em 7,0 através
da adicdo de NaOH e/ou H3PO4 (10%). De acordo com os resultados da melhor

condicdo de pH para a expressao do peptideo recombinante, essa condigao foi
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mantida e aumentava-se a aeracdo e agitacdo para 5 vvm e 500 rpm,
respectivamente.

Todas as bateladas foram induzidas com lactose (concentragao
determinada em experimentos anteriores) dissolvida em 500 ml de meio LB
(suplementado com 150 pg/ml de ampicilina), quando esse cultivo atingia uma

DOeoo igual a 0,7 (densidade celular igual 0,22 g/l).

3.5.3 Batelada em meio minimo

Um biorreator de 2 | foi carregado com um volume inicial de 1350
ml de meio minimo contendo (g/l) : glicose, 10; KH,POy4, 3; NaCl, 0,5; NH4CI, 1;
MgS04.7H,0, 0,5; NapHPO4. 7H,0, 12,8; peptona, 10; 150 ug/ml ampicilina e
1ml/l de solucdo de elementos-tragos. Essa solugdo consiste em : 2,8 g
FeS0,4.7H,0, 2 g MnCl,.4H,0, 2,8 g CoSO,4. 7H,0, 1,5 g CaCl,.2H,0, 0,2 g
CuCl3.2H,0 e 0,3 g ZnS04.7H,0 por litro de solugdo de HCI 1 M. A glicose foi
esterilizada separadamente e a solugdo de tragcos de elementos esterilizada por
filtracdo. A temperatura foi mantida a 37° C, sob 600 rpm e 4 vvm. A melhor
condicdo de pH observada em batelada usando meio LB foi mantida nesse
cultivo. Esse cultivo foi induzido com lactose dissolvida em 500 ml de meio
minimo (suplementado com 150 ug/ml de ampicilina), sem glicose, ao entrar na
fase estacionaria. O pré-indculo e inéculo para essa batelada foram preparados

em meio minimo, como descrito acima.
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Amostras foram retiradas desde o inicio do cultivo para a analise
da estabilidade do plasmideos, acucares redutores, biomassa, quantificacdo de

proteinas totais (BRADFORD, 1976) e expressao do jaburetox-2Ec (ELISA).

3.6 Métodos Analiticos

3.6.1 Determinacio da biomassa

Ao final do cultivo, 100 ml da cultura (em triplicadas) foram
centrifugados e o pellet formado lavado trés vezes em tampao PBS (140 mM
NaCl, 10 mM Na;HPO4.12 H,0, 2,7 mM KCI, pH 7,2). Em seguida, os tubos (com
a tara previamente determinada) eram levados a estufa de 75° C durante 72
horas. Apds esse periodo os tubos foram pesados até manterem o peso
constante. A diferenca entre o tubo com células e vazio determinava a
concentragcao celular. Uma amostra também foi retirada para determinar, de
acordo com as diluicbes necessarias, a DOgyp. Uma curva padrao foi gerada
entre concentracdo celular, obtida através do peso seco das células, com a
respectiva leituras de DO . Desta forma, a biomassa foi determinada através da

DO e convertida em peso seco através da curva padrao.
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3.6.2 Estabilidade do plasmideo

Ao decorrer do cultivo, amostras estéreis foram retiradas e
diluidas em PBS. De acordo com a diluicido apropriada, essa era semeada sobre
placas de meio LB a4gar sem e com ampicilina (150 ug/ml) pelo método de
espalhamento. Essas placas foram incubadas a 37° C por 24 horas. A
estabilidade do plasmideo foi determinada através da contagem das colbnias

resistentes ao antibidtico.

3.6.3 Determinacio de acucares redutores

A concentracdo de acgucares redutores foi determinada no
sobrenadante de cada amostra retirada das diferentes bateladas realizadas. 100
Ml do sobrenadante foi adicionado a 1 ml do reagente de DNSA (CHAPPLIN &
KENNETY, 1994), em seguida, essa solugdo foi fervida durante 10 min. De
acordo com o acucar a ser determinado, utilizava-se uma solugao padrao de
lactose ou glicose para a construgdo de uma curva padrdo. A leitura das

amostras realizadas em DOs7g.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaio imunoenzimatico — ELISA

A partir da reagdo imunoenzimatica contendo diferentes
concentracdes da solugcao padrao do peptideo recombinante purificado, obteve-
se uma curva padrao entre a concentragao do jaburetox-2Ec versus absorbancia
(Figura. 2). Desta forma, foi possivel determinar a concentragédo de jaburetox-2Ec
presente no extrato celular dos diferentes cultivos.

O método de ELISA detectou uma concentragao minima de 312
ng/ml de jaburetox-2Ec. O tampao de lise e o extrato celular do cultivo sem a
realizacado da indugao foram utilizados como controles negativos para demonstrar
que nao houve interferéncia desse tampao no processo ou reagao cruzada com
as proteinas da E. coli. Entretanto, o tampao de lise foi utilizado para zerar o

aparelho (branco).
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Figura 2. Curva padréo dareacdo imunoenzimética (ELISA).

ELISA realizado com diferentes concentragdes da solugdo padrdo de jaburetox-

2Ec. Peptideo purificado em cromatografia de afinidade por niquel (Ni-NTA).
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4.2 Inducédo da expresséao de jaburetox-2Ec realizada por lactose

A figura 3 mostra os resultados das culturas de E. coli BL 21,
hospedeira do pET101/jaburetox-2Ec cultivada em meio LB contendo 10 ou 20 g/
de lactose dissolvida para a realizagao da indugcdo da expressao de jaburetox-
2Ec. As amostras retiradas de 2 em 2 horas eram lisadas e o extrato celular total
obtido foi submetido a eletroforese de poliacrilamida 12,5%. Através da analise do
gel, observa-se uma banda diferencial no perfil de eletroforese do extrato celular
das amostras dos diferentes tempos de indugao quando comparado com o extrato
celular da cultura ndo induzida. Essa banda diferencial corresponde a massa
molecular do peptideo recombinante, ~13 kDa, demonstrando que o IPTG pode
ser eficientemente substituido por lactose para induzir a expressao de jaburetox-
2Ec.

A concentracdo desse peptideo recombinante no extrato celular
dos cultivos induzidos com 10 e 20 g/l de lactose, foi determinada através do
ELISA. De acordo com a figura 4, os resultados demonstram que a produg¢ao do
jaburetox-2Ec com 10 g/l de lactose atingiu 1,26 pg/mg de proteina total,
enquanto que em 20 g/l de lactose o acumulo desse peptideo foi de somente 0,76
Mg/mg de proteina total. Portanto, 10 g/l de lactose foram suficientes para induzir

a expressao do peptideo recombinante.
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Figura 3. SDS-PAGE para verificagcdo da expressao de jaburetox-2Ec em E.
coli BL 21, induzida através da adi¢c&o de lactose.

35 ug de proteina total presente no extrato celular de cada amostra, retiradas do
cultivo da E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) em incubadora orbital, foram
submetidos a SDS-PAGE 12,5% e corado com azul de Coomassie Blue. A seta
indica a banda diferencial em relagdo ao controle negativo, correspondente ao
jaburetox-2Ec. O controle negativo, cultivo da E. coli (pET101/jaburetox-2Ec) sem

a realizagao da indugéo.

MM : Marcador de massa molecular.

1 : jaburetox-2Ec purificado em resina de niquel.

2 : extrato celular da cultura ndo induzida com lactose.

3 a 6: extrato celular apos 2, 4, 6 e 8 horas de indugdo com lactose (10 g/l),

respectivamente.
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Figura 4. Expresséao de jaburetox em E. coli BL 21.

Culturas de E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) foram induzida com 10 (e) e 20
g/l (A) de lactose. A partir do extrato celular, obtido das amostras retiradas nos
respectivos intervalos de tempo e lisadas com pérolas de vidro em tampao de lise,
foi determinada a concentragdo de jaburetox-2Ec presente nesse extrato atraves

do ELISA. Resultados representam a média de dois experimentos independentes.

41



4.3 Western-blot

As proteinas do extrato celular, de cada amostra retirada nos
respectivos intervalos de tempo do cultivo induzido com lactose, foram
submetidas a SDS-PAGE 12,5% e transferidas para membrana PVDF para a
realizacao do Western-blot.

Os anticorpos anti-jaburetox-2Ec, os quais foram obtidos através da imunizagao
de coelho contra o jaburetox-2Ec, foram utilizados no Western-blot para o
reconhecimento desse peptideo recombinante. Observou-se o reconhecimento da
banda correspondente ao jaburetox-2Ec, de acordo com o controle, peptideo
purificado (Figura. 5). As bandas visualizadas abaixo da forte banda de jaburetox-
2Ec, indicam a degradacao desse peptideo recombinante por proteases da

bactéria.

4.4 Bioprocessos

4.4 1 Influéncia do pH sobre a inducdo e estabilidade do pET101/jaburetox-2Ec

E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) foi cultivada em biorreator
contendo meio LB, a 37° C sob 400 rpm e 2 vvm, até atingir DOgq igual a 0,7 para
em seguida realizar a indugdo com 10 g/l de lactose dissolvida em meio LB,
concentracdo determinada de acordo com os experimentos em incubadora orbital.
Sob essas condig¢des, primeiramente, foi analisado o cultivo sem o controle do pH

sobre a expressao do jaburetox-2Ec e estabilidade do plasmideo.
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10 pg de proteina presente no extrato celular, de cada amostra, foram submetidos
a SDS-PAGE 12,5% e transferidos para membrana de PVDF. O gel foi corado

com prata, apos a transferéncia. A membrana incubada com anticorpo primario

Figura 5. Western-blot do jaburetox-2Ec

policlonal anti-jaburetox-2Ec, produzidos através da imunizagdo de coelho, em
um titulo de 1: 2 500 e anticorpo secundario anti 1gG de coelho, 1: 30 000.

Revelacdo com NBT.

MM : Marcador de massa molecular.

1 : jaburetox-2Ec purificado em resina de niquel.

2 : extrato celular da cultura n&o induzida com lactose.

3 a 6: extrato celular apés 2, 4, 6 e 8 horas de indugao com lactose (10 g/l),

respectivamente.
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Nesse cultivo, a concentragdo maxima atingida do peptideo recombinante apods 2
horas de inducgao, foi de 4,74 pg/mg de proteina total (Figura. 6A). Contudo,
observa-se que a expressdo de jaburetox-2Ec diminui significativamente a
estabilidade do pET101/jaburetox-2Ec. Isso pode ser visualizado na figura 6A,
que demonstra o aumento da concentragao de jaburetox-2Ec concomitantemente
a acentuada instabilidade do plasmideo. Enquanto que o cultivo sob o controle do
pH (Figura. 6B), mantido em 7,0 através da adicdo de NaOH/H;PO, a
instabilidade do plasmideo também é observada, entretanto, menos acentuada
quando comparada com a condicido anterior de pH. Além disso, ap6s 3 horas de
indugdo a concentracdo de jaburetox-2Ec atinge um valor de 7,15 pg/mg de
proteina total, ou seja, aumento em torno de 50% da produgao desse peptideo
sob essa condi¢ao, pH controlado. Essa diferengca da produgéo de jaburetox-2Ec
e estabilidade é devido a acidificagao do meio do cultivo sem o controle do pH, o

qual ao final do cultivo o pH € igual a 5,2.

442 Influéncia da aeracdo e aqitacdo sobre a inducdo e estabilidade do

pET101/jaburetox-2Ec.

Sob a melhor condigdo de pH, aumentou-se a aeragao e agitagao
para 5 vwvm e 500 rpm, respectivamente, com o objetivo de aumentar a
disponibilidade de oxigénio no meio de cultivo para estudar a influéncia desse
parametro sobre a expressao do peptideo e estabilidade do plasmideo.

Entretanto, sob essa condicdo houve uma  diminuicdo da
concentragdo de jaburetox-2Ec que atinge um valor maximo de 1 pg/mg de

proteina total (Figura. 7).
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Figura 6. Influéncia do pH sobre E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec).

E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) cultivada em biorreator contendo meio LB a
37° C sob 400 rpm e 2 vvm. Adigdo de lactose (10 g/l) apés 1:30 h de cultivo (A)
pH n&o controlado; (B) pH mantido em 7,0. Biomassa (e), estabilidade do

pET101/jaburetox-2Ec (o), jaburetox-2Ec (m) e agucares redutores (A). Resultados

representam a média de dois experimentos independentes.
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Essa concentracédo é sete vezes menor quando comparada com a condigao
anterior, pH mantido em 7, 400 rpm e 2 vvm.

Observou-se também a instabilidade do plasmideo ao longo do
cultivo. Contudo, a estabilidade do plasmideo esta em torno de 80% quando é
atingida a maxima concentragdo de jaburetox-2Ec (Figura. 7). No entanto, isso
nao significou maior produgdo de jaburetox-2Ec devido ao maior numero de
células com plasmideo. Portanto, o aumento da aeragao e agitagdo diminui a

expressao de jaburetox-2Ec.

443 Degradacado do jaburetox-2Ec

Nas trés primeiras bateladas, observamos que apds a maxima
concentragcao de jaburetox-2Ec ser atingida, essa concentragdo diminui ao longo
do cultivo (Figuras. 6 e 7). Isso ocorre, provavelmente, devido a degradagao do
peptideo recombinante por proteases bacterianas. Isso também pode ser
observado no Western-blot (Figura. 5), visualizando bandas logo abaixo da forte

banda de jaburetox-2Ec.

444 Influéncia da expressido do jaburetox-2Ec sobre a estabilidade do

pET101/jaburetox-2Ec.

Observamos nas trés primeiras bateladas (Figuras. 6 e 7) que ao
final de todos esses cultivos, menos de 10% das células contém o plasmideo,

pET101/jaburetox-2Ec.  Provavelmente essa instabilidade do
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Figura 7. Influéncia da aeracéo sobre E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec).

E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) cultivada em biorreator contendo meio LB a
37° C, pH 7,0, sob 500 rpm e 5 vvm. Adi¢ao de lactose (10 g/l) apds 1: 30 h de

cultivo. Biomassa (e), estabilidade do pET101/jaburetox-2Ec (o), jaburetox-2Ec
(m) e acgucares redutores (A). Resultados representam a média de dois

experimentos independentes.
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plasmideo observada seja resultado da carga metabdlica imposta pela expressao
do peptideo recombinante a célula hospedeira.

Para verificar essa hipotese foi realizada uma batelada sob a
melhor condicdo de expressio: pH 7,0 , 400 rpm e 2 vvm, sem a indugcao da
expressao.

Nesse experimento, cujos resultados sdo mostrados na figura 8,
ao final do cultivo a estabilidade esta em torno de 60 %. De acordo com esses
resultados, demonstra-se que a expressao do jaburetox-2Ec € uma das causas da
instabilidade do pET101/jaburetox-2Ec devido a carga imposta pela expressao do

jaburetox-2Ec.

445 Producdo de biomassa

A densidade celular nas diferentes bateladas, realizadas em meio
LB, permaneceu entre 2 a 2,95 g/l. Com o objetivo de aumentar a produgao de
biomassa juntamente com a produgdo de jaburetox-2Ec, E. coli
(pET101/jaburetox-2Ec) foi cultivada em meio minimo a 37° C , pH 7,0 sob 600
rom e 4 vvm , contendo 10 g/l de glicose como fonte de carbono.

A densidade celular nesse cultivo atingiu 5 g/l o que representou
uma boa conversdo, em torno de 50%, da glicose em biomassa (Figura. 9). E
diferentemente das bateladas anteriores, em que a indugao foi realizada na fase
exponencial, nessa batelada a adigao de lactose (indutor) foi realizada no inicio da
fase estacionaria, uma vez que a concentragdo celular € maior quando

comparada com a fase log.
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Figura 8. Batelada da E. coli (pET101/jaburetox-2Ec) sem a adi¢cdo de
lactose como indutor.

E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) cultivada em biorreator contendo meio LB a
37° C, pH 7,0, sob 400 rpm e 2 vvm. Biomassa (e), estabilidade do
pET101/jaburetox-2Ec (o).Resultados representam a média de dois experimentos

independentes.
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Figura 9. Batelada da E. coli (pET101/jaburetox-2Ec) em meio minimo .

E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) cultivada em biorreator contendo meio
minimo, glicose como fonte de carbono, a 37° C, pH 7,0, sob 600 rpm e 4 vvm.

Adicao de lactose (10 g/l) ap6és 6 h de cultivo. Biomassa (e), estabilidade do

pET101/jaburetox-2Ec (o), jaburetox-2Ec (m) e agucares redutores (A). Resultados

representam a média de dois experimentos independentes.
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Apesar do aumento da biomassa e maior estabilidade do
plasmideo, a qual ao final do cultivo esta em acima de 60%, isso ndo representou
aumento da produgdo de jaburetox-2Ec. A concentragdo maxima atingida foi 1,4
M g/mg de proteina total de jaburetox-2Ec.

De acordo com a figura 9, a concentragdo de jaburetox-2Ec
apesar de aumentar gradativamente, o cultivo foi interrompido devido ao inicio da
lise celular observada no cultivo através da diminuicdo da DO e aumento da
concentragao de oxigénio no meio de cultivo, registrado pelo eletrodo de oxigénio.
Assim, a continuacao desse cultivo nao representaria aumento da concentracao

do peptideo recombinante.

446 AcuUcares redutores

Em todas as bateladas induzidas com lactose (Figuras. 6, 7 € 9),
observa-se que a concentragdo de acucares redutores ao final do cultivo
permaneceu entre 6 a 8 g/l. Apesar da lactose ser utilizada como um indutor da
expressao de jaburetox-2Ec, esse agucar nao foi eficientemente metabolizado

pela E. coli recombinante.

447 Producédo de jaburetox-2Ec

Comparando a expressao do jaburetox-2Ec nos cultivos em
incubadora orbital (Figura. 4) com a realizada em biorreator nas melhores
condigdes (Figura. 6B), a concentragdo do peptideo aumenta de 1,26 para 7,15

Mg/mg de proteina total, representando um aumento de seis vezes na produgao
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de jaburetox-2Ec. A concentragdo de 7,15 ug de jaburetox /mg de proteina total,

representa 1,7 % da proteina total da célula.
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5 DISCUSSAO

5.1 Expressdao de jaburetox-2Ec sob inducéo de lactose e determinacgéo

da concentracao do peptideo recombinante por ELISA.

GOMBERT & KILIKIAN (1998) descrevem uma concentragédo de
lactose como indutor da expressao de troponina C entre 20 — 55 g/l e sugerem
essa variagao de concentragao de lactose na inducdo da expressao de diferentes
proteinas recombinantes. Entretanto, de acordo com nossos experimentos, na
figura 4, observa-se que 10 g/l de lactose foram suficientes para induzir a
expressdo de jaburetox-2Ec e acumular quase duas vezes mais peptideo
recombinante quando comparado com a indugao realizada com 20 g/l de lactose.

Varios estudos ainda s&o necessarios para determinar a
concentracdo ideal de lactose como indutor, a qual provavelmente mude de
acordo com as condi¢des de cultivo (GOMBERT & KILIKIAN, 1998) o que pode
ser observado no desenvolvimento desse trabalho.

A quantificagdo da concentragdo de jaburetox-2Ec no extrato

celular foi realizada através da reagao imunoenzimatica (ELISA). Contudo, apesar
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de nao haver outro método para comparar a eficiéncia na determinagao da
concentragdo de jaburetox-2Ec no extrato celular, o ELISA apresentou boa
sensibilidade, detectando uma concentragédo minima de 312 ng/ml desse peptideo
recombinante em solugdo padrdao (Figura. 2), e especificidade, ndo sendo
detectado reagao cruzada com qualquer proteina da E. coli (demonstrado através
do controle negativo, cultura ndo induzida) mesmo o anticorpo primario anti-

jaburetox-2Ec utilizado nesse método ser um policlonal.

5.2 Bioprocessos

Nos cultivos analisados quanto a influéncia do pH nao houve a
mensuracdo da concentragdo do acido acético produzido, no entanto, muito
provavelmente a acidificagcdo do meio de cultura (sem o controle do pH, Figura. 6
A) seja devido a producédo desse acido organico. Sabe-se que o acumulo de
acido acético inibe o crescimento de E. coli (diminuindo a producédo de
biomassa) e interfere na biossintese da proteina recombinante (LULI & STROHL,
1990; De MARE et al., 2005). Entretanto, nesses cultivos, sob influéncia do pH,
nao houve diferenga na produgcdo de biomassa (Figura. 6), no entanto, ha uma
diminuicdo da producdo de jaburetox-2Ec em 50% e maior instabilidade do
plasmideo na cultura sem controle do pH (Figura. 6A), quando comparada com a
cultura sob pH controlado.

Além disso, observa-se que a acidificacdo do meio de cultura

nao so interferiu na produgao de jaburetox-2Ec, como causou maior instabilidade
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do pET101/jaburetox-2Ec. Entretanto, GUPTA et al (1995) observaram que uma
variagcao de pH entre 5 - 8 ndo tem efeito sobre a estabilidade do plasmideo,
pCPPS-31, em E. coli DH5a. Em outro estudo, MARMELSTEIN &
PAPOUTSAKIS (1993), relatam uma maior estabilidade de plasmideos em pH
acido em processos com Clostridium acetobutylicum.

Nas séries de bateladas realizadas, apds estabelecer a melhor
condicdo de pH para expressdo de jaburetox-2Ec e estabilidade do
pET101/jaburetox-2Ec, a préximo fator ambiental analisado foi a influéncia da
aeragao sobre a cultura de E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec). Duas condi¢des
de agitagdo e aeragdo foram testadas : 400 rpm, 2 vvm, e 500 rpm, 5 vvm,
respectivamente. E o pH mantido em 7,0 através da adicdo de NaOH/H3PO,4. A
condigdo sob maior oxigenagao (500 rpm, 5 vvm), a expressao de jaburetox-2Ec
atingiu um valor de 1 ug/mg de proteina total (Figura. 7), representando uma
reducdo de sete vezes na producido desse peptideo quando comparado com a
batelada sob 400 rpm e 2 vvm (Figura. 6B). Resultados semelhantes também
foram observados na produgdo de piranose oxidase (P20) e penicilina acilase
(PA) quando ocorreu a limitagdo de oxigénio no cultivo. Nestes casos a
velocidade de crescimento e a producdo de biomassa diminuiram, no entanto,
observou-se um aumento da atividade dessas enzimas (De LEON et al., 2003;
KOTIK et al., 2004). Entretanto, para a expressao de proteina recombinante
nenhuma regra pode ser generalizada das informacgdes disponiveis, uma vez que
varias proteinas e sistemas de vetor/hospedeiro sdao descritos com diferentes

comportamentos. Por exemplo, a limitagdo de oxigénio pode ser favoravel,
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desfavoravel, ou nao ter efeito sobre a produgdo de diferentes proteinas
recombinantes (QORONFLEH, 1999;CHAO et al., 2001).

De acordo com SHILOACH & FASS (2005), o cultivo de E. coli em
meio LB sob temperatura, pH, e oxigénio controlado pode atingir uma densidade
celular em torno de 1 g/l. Neste trabalho, nas diferentes condigbes de cultivo, a
densidade celular em meio LB permaneceu entre 2 e 3 g/l, representando uma
boa otimizagdo do processo. Contudo, para aumentar a producdo de biomassa
juntamente com a produgdo de jaburetox-2Ec, E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-
2Ec) foi cultivada em meio minimo contendo glicose como fonte de carbono.
Nesse experimento, ao contrario das trés diferentes bateladas em meio LB
induzida na fase log, a indugao dessa batelada foi baseada na estratégia de OU
et al (2004), que descrevem a indugéo realizada com lactose na fase estacionaria,
ser uma estratégia mais eficaz na produgao de proteina recombinante.

De acordo com resultados demonstrados na figura 9, a densidade
celular atinge 5,2 g/l, isso representou 50 % da glicose convertida em biomassa,
no entanto, o aumento dessa biomassa nao representou um aumento da
producdo de jaburetox-2Ec, a qual atinge uma concentragdo maxima de 1,4
Mg/mg de proteina total. Além disso, observamos que apds 14 horas de cultivo,
mais de 60 % das células ainda mantinham o pET101/jaburetox-2Ec. Observa-se
que em meio minimo a velocidade de crescimento da E. coli BL 21 recombinante
(M = 0,22 h™") é menor quando comparada com a velocidade de crescimento em
meio LB (p = 0,67 — 0,84 h'1), 0 que corrobora os resultados observados por
GUPTA et al (1995), os quais relatam que a alta estabilidade do plasmideo em

meio minimo seja devido a auséncia de uma vantagem da velocidade de
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crescimento das células sem plasmideo sobre as células com plasmideo ou a
velocidade de replicacdo do plasmideo estar sincronizada com a velocidade de
replicacao do hospedeiro.

A instabilidade do pET101/jaburetox-2Ec  é principalmente
observada em meio LB apés a indugéo da expressao de jaburetox-2Ec. Uma das
causas dessa instabilidade, de acordo com GUPTA et al (1995), € devido a
complexidade do meio de cultivo, uma vez que a velocidade de crescimento da
E. coli € maior em meio LB quando comparada com a velocidade de crescimento
em meio minimo. Outro fator que contribuiu para a maior instabilidade do
pET101/jaburetox-2Ec, foi a expressao de jaburetox-2Ec. Observamos na figura
8, batelada sem a indugado sob a melhor condigdo de expressao (pH mantido em
7,0, 400 rpm, 2 vvm), que apo6s 10 horas de cultivo, em torno 50% das células
ainda mantinham o plasmideo. Quando essa estabilidade é comparada a
estabilidade das bateladas induzidas, ao final do mesmo tempo de cultivo, esta
esta proxima de 5%, demonstrando que a expressao do peptideo recombinante
impde uma carga fisioldgica a célula, sendo uma das causas da instabilidade do
plasmideo.

SUNITHA et al (2000), descrevem resultados similares, que a
estabilidade do plasmideo diminui com o aumento da atividade de fitase apods a
inducdo, e concluiem que o curto periodo de expressao para alta produtividade
da proteina é necessario devido a instabilidade do plasmideo ao longo periodo

de cultivo.
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5.3 Acucares redutores

Sabe-se que para realizar a inducdo com lactose, deve-se
considerar 2 concentragdes: uma alta concentragao que pode inibir o inicio da
transcricdo (repressao do promotor T7 devido ao excesso de glicose liberada da
hidrolise da lactose) e uma concentragcdo minima capaz de iniciar a transcrigao
(GOMBERT & KILIKIAN, 1998; LIM et al., 2004). Observamos ao final de todas
as bateladas induzidas uma concentracido residual de lactose. Essa
concentracdo residual de lactose parece ter importante funcdo no processo de
indugdo (GOMBERT & KILIKIAN, 1998; KOTIK et al., 2004). Entretanto,
MENZELLA et al (2003), introduziram 2 modificagdes genéticas em E. coli BL 21,
para permitir a essa nova cepa uma eficiente utilizagao da lactose como indutor e
fonte de carbono. Essa completa metabolizacdo da lactose resultou em um

aumento da velocidade de sintese de produgao e concentragao de proquimosina.

5.4 Degradacao do jaburetox-2Ec

Apesar da E. coli BL 21 ser descrita como mutante em ompT e
lon, principais proteases que podem degradar a proteina recombinante,
diminuindo a producdo dessa proteina alvo (NOVAGEN). Observa-se que nas
diferentes bateladas realizadas para expressar jaburetox-2Ec, apds atingir a
maxima concentracdo desse peptideo recombinante, essa concentragao reduz ao

longo do cultivo devido a degradagdo desse peptideo por proteases. Essa
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degradacdo de jaburetox-2Ec também pode ser observada no Western-blot
(Figura. 5), visualizando as pequenas bandas abaixo da forte banda de
reconhecimento do jaburetox-2Ec. Provavelmente essa degradacédo seja devido a
rapida e maciga expressao de proteina recombinante impor uma carga fisioldgica
a célula hospedeira, o que causa um aumento da sintese de proteases com o
intuito de liberar os aminoacidos dessa proteina recombinante para serem
incorporados em proteinas essenciais (HARCUM & BENTLEY, 1993;

RAMCHURAN et al., 2002).

5.5 Producdao de jaburetox-2Ec

Sob melhor condi¢do de cultivo analisada em biorreator (Figura.
6B), obteve-se um aumento de seis vezes na produgdo desse peptideo
recombinante quando comparada a producdo obtida em incubadora orbital. Essa
otimizagao da producao de jaburetox-2Ec foi realizada utilizando lactose como
indutor, acucar de baixo custo, sendo uma alternativa ao IPTG, um indutor de
custo elevado que torna a producido de proteinas recombinantes mesmo em
meédia escala dispendioso. Desta forma, observamos que a lactose é um indutor
eficiente do promotor T7 para a obtencdao de uma consideravel quantidade de
jaburetox-2Ec, necessaria para prosseguir os estudos de bioensaios com insetos,
determinando o mecanismo de acao e da aplicacdo desse peptideo recombinante

como um bioinseticida.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A lactose pode ser utilizada eficientemente como indutor da
expressdo de jaburetox-2Ec em E. coli BL 21 (pET101/jaburetox-2Ec) em
substituicdo ao IPTG.

Em todas as bateladas a concentracdo de jaburetox-2Ec apds
atingir a maxima concentragdo diminui ao longo do cultivo, devido a agao de
proteases da célula sobre o peptideo recombinante.

Uma das causas da instabilidade do pET101/jaburetox-2Ec € o
fato de que a expresséao de jaburetox-2Ec impde uma carga fisiolégica a célula.

Os resultados observados sugerem que o sistema pET101/E. coli
BL 21 ndo é o mais adequado para futura aplicagdo comercial da producao de
jaburetox-2Ec, sendo necessario mais estudos, como a reclonagem da sequéncia
codificante desse peptideo recombinante em outro sistema de expressao ou
otimizar a produgdo diminuindo a degradagdo do jaburetox-2Ec, visando a

produgao biotecnologia desse bioinseticida.
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