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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma proteina recombinante com potencial
imunogénico contra Corynebacterium diphtheriae, que possa ser utilizada como
vacina de subunidade. A cepa de C. diphtheriae foi utilizada para clonagem do gene
da subunidade B da toxina por ser a por¢cao imunogénica da molécula. O produto da
clonagem foi inserido no vetor de expresséo pAE, e amplificado em Escherichia coli
DH5 alfa. Para a expressdo da proteina, o plasmideo contendo o inserto foi
transfectado em E. coli BL21 pLysS. As melhores condicbes de expressao da
proteina recombinante foram 31°C, 0,3 mM de indutor (IPTG) e 3 horas de inducéo,
sendo significativo somente para a fracdo soluvel da proteina. A proteina foi
purificada em coluna de afinidade de niquel. As endotoxinas foram removidas com
triton X114, sem perda significativa da proteina durante o processo (380 pg/mL). A
taxa de recuperacao foi de 33% e o rendimento final foi de 348 pug/mL. A proteina foi
sequenciada com 99% de similaridade com a subunidade B da toxina diftérica,
apresentando-se como antigeno promissor para o desenvolvimento de uma vacina
contra a difteria.

Palavras-chaves: Corynebacterium diphtheriae, Difteria, Toxina Diftérica Subunidade
B, Vacina de Subunidade.
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ABSTRACT

The aims of this work was to produce a recombinant protein with immunogenic
potencial against Corynebacterium diphtheriae, which can be used as a subunit
vaccine. The C. diphtheriae was used for cloning the B subunit of the diphtheria toxin
gene, as it is the immunogenic portion of the molecule. The PCR product was
inserted into the cloning vector pAE and amplified in Escherichia coli DH5alfa. To the
protein expression, the plasmid containing the insert was trasnfected into E. coli
BL21 pLysS. The best culture conditions were 31°C, IPTG 0.3 mM e 3 hours of
induction, being significant only to the soluble fraction. The protein was purified by
nickel affinity column and endotoxins were removed with Triton X-114, with no
significant protein loss (380 pg/mL). The recovery rate was 33% with the final yield of
348 pg/mL. The protein was sequenced and showed 99% of similarity to the
diphtheria toxin B subunit. The heterologous protein, here produced, is a promising
antigen for a vaccine production against the diphtheria disease.

Keywords: Corynebacterium diphtheriae, Diphtheria, Diphtheria Toxin, Diphtheria
Toxin Subunit B, Subunit Vaccine.
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1 INTRODUCAO

A difteria € uma doenca decorrente da infeccdo do trato respiratorio superior
por Corynebacterium diphtheriae. E especifica de humanos e causa febre, dor de
garganta e mal-estar. Uma membrana fibrosa cinza e espessa, denominada
pseudomembrana, se forma sobre o local da infeccdo devido ao crescimento
bacteriano. Esta mesma membrana produz a toxina que causa necrose do tecido
subjacente e resposta imunitaria do hospedeiro (MURPHY, 1996). A bactéria
desenvolve-se na garganta e nas amigdalas. Em regides tropicais pode ser
encontrada em Ulceras na pele. A doenca pode agravar-se e resultar na mortalidade,
principalmente em criancas, por obstrucdo das vias aéreas e danos aos tecidos. A
toxina se espalha pela corrente sanguinea e ocasiona paralisia muscular,
insuficiéncia cardiaca e renal e em casos extremos, a morte. Cerca de 5 a 10% das
pessoas que desenvolvem difteria morrem da doenca e cerca de 20% dos casos
sofrem danos permanentes (MURPHY, 1996; CDC, 2011). No ano de 2000, em todo
o0 mundo registrou-se 30.000 casos da doenca com 3.000 mortes (WHO, 2013).
Apesar de se tratar de uma doenca imunoprevenivel e das extensas campanhas de
vacinacdo, ainda é um problema de saude publica (MURPHY, 1996; MATTOS-
GUARALDI, 2003; CDC, 2011). O alto grau de suscetibilidade das criangas faz com
gue a imunizacéao artificial seja preconizada em idade precoce. A vacina atualmente
utilizada na imunizacdo em todo o mundo € produzida por cultivo do microrganismo,
inativacdo e uma etapa de purificacdo. Desta forma, diversos antigenos
inespecificos causam rea¢fes adversas, porém ndo contribuem na imunidade. O
toxoide inativado € administrado em duas ou trés doses (com um més de intervalo
entre cada uma) sendo a imunizacdo primaria na idade de 3 a 4 meses de vida. A
dose de refor¢o deve ser administrada cerca de um ano mais tarde e é aconselhavel
administrar varias doses de refor¢o durante a infancia. As criancas de todo o mundo
sdo imunizadas com a vacina trivalente bacteriana contendo o toxoide diftérico, o
componente para coqueluche e toxdéide tetanico (DTP) (WHO, 2013). No entanto, as
vacinas atuais ndo proporcionam imunidade de longa durag&o. O titulo contra C.
diphtheriae desaparece depois de alguns anos (10 anos) e doses de refor¢co néo

séo administradas na populacao adulta devido aos efeitos colaterais (WHO, 2013).



18

Buscando a resolucdo desta falha vacinal, as vacinas de subunidade
recombinantes apresentam-se como uma alternativa. Elas séo capazes de induzir
imunidade de longa duragdo, tem menor custo além de ter menor risco e efeitos
colaterais. Mundialmente, para a difteria ainda ndo se atingiu este estagio de
tecnologia, mas € uma alternativa desejavel uma vez que o reforco poderia ser
tomado em qualquer idade, sem restricbes (OMS, 2013).

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo produzir uma proteina
recombinante da subunidade B da toxina diftérica com potencial imunogénico, eficaz
e segura, para ser utilizada na formulacédo de uma vacina de subunidade, inovadora

e com aplicacao industrial.



19

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir proteina recombinante da subunidade B da toxina diftérica, com

potencial imunogénico contra C. diphtheriae, viavel industrialmente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)
h)

Cultivar C. diphtheriae e clonar o gene da subunidade B da toxina diftérica por
PCR.

Inserir 0 produto clonado por PCR no plasmideo pAE e transfectar o
plasmideo ligado ao inserto em E. coli.

Confirmar a identidade da subunidade B por sequenciamento do plasmideo
ligado ao inserto.

Induzir a expressédo da proteina recombinante em fermentacdo liquida em
Erlenmeyer.

Testar as diferentes condicdes de expressao da proteina como concentracdo
do agente indutor, temperatura e tempo de inducéo.

Purificar a proteina recombinante por cromatografia liquida com coluna de
niquel.

Remover as endotoxinas do produto pés-purificacéo.

Confirmar a identidade da proteina por SDS-PAGE, Western Blot e MALDI-
TOF.



20

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS HISTORICOS

Ao longo da histéria, a difteria foi uma das principais causas de morte entre
criancas e foi muitas vezes confundida com escarlatina, pois sdo doencas dificeis de
distinguir.

A doenca era conhecida por uma variedade de nomes, tais como doencas da
garganta, cinomose da garganta, dor de garganta, crupe maligno, angina sufocante,
ferida gangrenosa na garganta, dor de cancro, amidalite maligna, dor de garganta
maligna ou pestilenta, angina maligna, "anjo estrangulador das criancas",
"Garrotilhos", entre outros (RAPPUOLI, 2011). No século IV A.C. Hipécrates
descreveu sintomas de asfixia e evolugéo clinica de uma doenca, que poderia se
tratar da difteria.

Visando contribuir com o conhecimento da doenca serdo apresentados 0s
principais aspectos histéricos por ano.

Em 1613, na Espanha, houve uma epidemia de difteria, o ano foi nominando
como "El Afio de los Garotillos" ("estrangulamentos™), por causa de muitas mortes
por asfixia (LAVAL, 2006).

Em 1735, houve uma epidemia em New England, EUA.

Em 1746, a difteria estava disseminada na Franca, fato que deixou a doenca
conhecida na Inglaterra como "dor de garganta de Boulogne" (LAVAL, 2006).

Em 1826, Pierre Philippe Bretoneau descreveu a doenca como uma
membrana resistente que se forma na garganta e nomeou pela primeira vez a
doenca como difteria.

Em 1883, Klebs demonstrou que o C. diphtheriae é o agente da difteria.

Em 1884, Loéffler descobriu que o organismo s6 pode ser cultivado a partir da
cavidade nasofaringea e postulou que os danos aos 06rgdos internos eram
resultantes de uma toxina solivel (MURPHY, 1996).

Em 1888, Roux e Yersin descobriram a toxina diftérica e demonstraram que

0s animais injetados com filtrados estéreis de C. diphtheriae desenvolviam patologia



21

nos o6rgaos, indistinguivel da difteria humana. Este fato demonstrou que uma
exotoxina potente é o principal fator de viruléncia da doenca (PAPPENHEIMER,
1984; MURPHY, 1996).

Em 1890, a antitoxina contra a difteria foi desenvolvida por Shibasaburo
Kitasato e Emil Von Behring (MURPHY, 1996).

Em 1920, a primeira vacina foi desenvolvida (MURPHY, 1996).

Em 1923, Gaston Ramon, veterinario do Instituto Pasteur na Franca,
desenvolveu o toxoide diftérico (MURPHY, 1996).

Com o desenvolvimento e administracdo da vacina contra a difteria na
populacdo mundial, a incidéncia da doenca diminuiu significativamente, mas ainda é

um desafio para a manutencdo da baixa incidéncia da doenca (WHO, 2013).

3.2. PATOGENO

O Corynebacterium diphtheriae é um bacilo gram positivo, ndo esporulado,
ndo encapsulado, ndo mével, conhecido também como bacilo Klebs-Loeffler, por ter
sido descoberto por estes dois bacteriologistas. O Corynebacteria € classificado
como actinobactéria e esta filogeneticamente relacionado com micobactérias e
actinomicetos. Pertence ao:

Reino: Bacteria

Filo: Actinobacteria

Ordem: Actinomycetales

Subordem: Corynebacterineae

Familia: Corynebacteriaceae

Género: Corynebacterium

Espécie: C. diphtheriae

A morfologia de C. diphtheriae € representada na FIGURA 1. Uma
caracteristica dos bacilos € ficarem arranjados como letras chinesas ou em

palicadas devido aos movimentos logo apos a divisao celular (TODAR, 2009).
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FIGURA 1 — FOTOMICROGRAFIA DE Corynebacterium diphtheriae CORADO COM AZUL DE
METILENO.

FONTE: CDC - Centers for disease control and prevention's public health image library (Phil), com identificacdo
namero #7323 (2014).

3.3 TOXINA

A patogenicidade C. diphtheriae é devida a infeccdo do bacilo por um
bacteri6fago, tornando a cepa lisogénica. Na sua forma original a bactéria nédo
apresenta patogenia. O bacteridofago transporta a informacdo genética de uma
toxina, o gene Tox, que € uma sequéncia altamente conservada e codificada pelo
cromossomo bacteriano (GROMAN et al., 1955; BONNET et al., 1999; BUZZI et al.,
2006). O gene estrutural da toxina diftérica (DT) contém 535 residuos de
aminoacidos, que codificam uma proteina de 58 kDa. A proteina € composta por
duas cadeias polipeptidicas, fragmentos A e B conectados por uma ligacao
dissulfeto (GOMEZ-DUARTE, 1995, MURPHY, 1996; BONNET et al., 1999).

A toxina é sintetizada como uma cadeia polipeptidica simples, no interior do
microrganismo e secretada para o meio extracelular. Fora da célula hospedeira, a
toxina € inativa. A subunidade B, ndo téxica e de massa molecular nominal (Mr) de
37.195, é a subunidade de reconhecimento responsavel pela internalizacdo da
toxina na célula hospedeira. Estudos indicam esta subunidade como responsavel
pelo desenvolvimento de imunogenicidade contra o C. diphtheriae. A entrada da
toxina se faz por meio da ligagdo ao receptor de fator de crescimento epidérmico
ligado a heparina (HB-EGF) na superficie da célula. Esse receptor € um membro da

superfamilia de fatores de crescimento. Esta ligacdo faz com que a célula internalize
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a toxina para o interior de endossomos (PAPPENHEIMER, 1977). Dentro do
endossomo, a toxina é clivada pela protease tripsina, destacando o fragmento A,
altamente téxico, da por¢cdo N terminal da cadeia polipeptidica, resultando nos seus
fragmentos individuais A e B (PAPPENHEIMER, 1977). Na FIGURA 2, esta
representada a toxina diftérica. A subunidade A esta indicada na porcdo esquerda
da figura e a subunidade B, na porcédo direita. Entre elas, indicada pela seta, esta a
ligagdo dissulfeto ligando as subunidades. A acidez do ambiente faz com que o
fragmento B crie poros na membrana do endossomo, realizando a liberacdo da
subunidade A para o citoplasma da célula. Neste ponto, o fragmento A (Mr 21.167) &
capaz de catalisar a ribosilagdo do ADP do fator de alongamento 2 (eEF2) na
traducdo de proteinas na maioria das células eucarioticas. A ADP-ribosilagédo
envolve a transferéncia de um ADP-ribose de um NAD+ para a diftamida da proteina
EF-2, a qual é necessaria para o movimento do RNAt do sitio A ao P do ribossoma
durante a traducdo de proteinas. A ADP-ribosilacdo impede a sintese de proteinas
(GROMAN, 1955; CIEPLAKS et al., 1987; ABDEL-FATTAH, 2013).

Subunidade A

6 Subunidade B

FIGURA 2 — DESENHO ESQUEMATICO DA TOXINA DIFTERICA.

FONTE: Jawahar Swaminathan and MSD staff at the European Bioinformatics Institute —Disponivel em:
http://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/iview/images/entry/1xdt600.png e http://www.ebi.ac.uk/pdbe-
srv/view/entry/1xdt/summary (2014).

Esse mecanismo torna impossivel a manutencdo do metabolismo celular e
resulta na morte celular (FIGURA 3) (ZDANOVSKY et al.,1992). A toxina produz
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necrose local do tecido e quando absorvida pela corrente sanguinea, causa toxemia,
complicacBes sistémicas e insuficiéncia cardiaca. A principal complicagédo sistémica

€ a paralisia por consequéncia da neurite periférica desmielinizante. J4 a
insuficiéncia cardiaca é devida miocardite (BONNET et al.,1999; OMS, 2006).

Toxina Diftérica

% (1. O Dominio da Toxina
{ Diftérica (B) que se liga a

receptor, liga-se a
\,membrana do hospedeiro.

=== /% —Touin receptor

(A+B) entra por endocitose.

2. A Toxina ligada a membrana
Membrana

Endocitose
mediada
por receptor

3. A Subunidade A catalitica é
clivada mas continua unida a
sununidade B por ponte
dissulfeto. A vesicula do
endossomo acidifica; a ponte
dissulfito € reduzida.

\

4. 0 Dominic transmembrana
facilida a passagem dopeptideo
catalitico A através da
membrana da vesicula.

NAD

EF2
&\Dﬂribose
5. 0 dominio A, catalisa a
ribosilacdo do ADP do fator
de alongamento 2 (EF2).

Interrompe a sintese de
proteinas e mata a célula.

i~

Peptideo nacente

&

\
| /,
Ribosomo

N\

Alongamento da Proteina cessa

FIGURA 3 — PRODUCAO DA TOXINA DIFTERICA EM UMA CELULA HOSPEDEIRA.

LEGENDA: A — SUBUNIDADE A DA TOXINA DIFTERICA, B — SUBUNIDADE B DA TOXINA DIFTERICA,
MRNA — RNA MENSAGMEIRO, EF2 — FATOR DE ALONGAMENTO NA TRANSCRICAO DE PROTEINAS, NAD
— NICOTINAMIDA ADENINA DINUCLEOTIDEO, ADP — ADENOSINA DIFOSFATO RIBOSE.
FONTE:http://www.wwnorton.com/college/biology/microbiology2/img/etopics/sfmb2e_etopic_2502_3.jpg. (2014).

Sado conhecidos quatro biétipos de C. diphtheriae, classificados de acordo
com a morfologia da coldnia e propriedades bioguimicas: mitis, intermedius, gravis e

belfanti, assim como seus lisotipos, conforme a sensibilidade do corynebacteriofago
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(MURPHY 1996). A maioria das infec¢gbes tém sido causada pelos bibtipos gravis e
mitis, apesar de o tratamento e o bloqueio sanitario serem idénticos para todas as
cepas toxigénicas (BONNET et al., 1999).

3.4 DOENCA

Existem dois tipos de manifestacdes clinicas da difteria: a cutinea e a
nasofaringea. A forma cutanea, mais rara, € caracterizada por lesbes na pele
cobertas por uma pseudomembrana cinza-marrom (FIGURA 4A). As lesdes
comecam como vesiculas e formam Ulceras pequenas, demarcadas, e por vezes
multiplas. Aparecem nas partes expostas, especialmente nas pernas (MURPHY,
1996; BONNET et al.,, 1999; CDC, 2012). A difteria faringea se caracteriza por
faringite leve, mas pode evoluir para hipoxia por obstrucdo das vias aéreas. A
evolucdo da pseudomembrana resulta na reacdo inflamatoéria responséavel pelo
edema e obstrucdo (FIGURA 4B). Embora nem sempre presente, a
pseudomembrana € cinza, grossa, fibrosa, e firmemente aderida. Quando
deslocada, a membrana libera grande quantidade de toxina, e por esta razdo, nao é
aconselhavel sua remocdo. Ha um aumento progressivo da rouquiddo e estridor
guando a infeccdo atinge a faringe. Pode causar secre¢cdo nasal sanguinolenta.
Outra caracteristica da evolucdo da doenca € o inchagco no pescoco, devido ao
edema dos nddulos linfaticos (FIGURA 4C) (MURPHY, 1996; BONNET et al., 1999;
OMS, 2006). Complicagcbes com risco de morte podem ocorrer por perda da funcéo
motora (causando dificuldade de deglutir) e insuficiéncia cardiaca congestiva (que
acomete cerca de 20% dos casos). As complicacdes sdo devidas a acdo da toxina
diftérica em neurbnios motores periféricos e no miocardio (MURPHY, 1996). Por ser
contagiosa, a forma de propagacado da doenca se da pelo contato fisico direto ou por
secrecdes de pessoas infectadas.

A difteria ndo é facilmente diagnosticada em bases clinicas. Os casos leves
da doenca se assemelham a faringite estreptocdcica e a pseudomembrana classica
pode ndo se desenvolver, particularmente em pessoas que tenham sido vacinadas.
Nem todos os laboratérios de diagnéstico rotineiramente realizam o cultivo
bacteriano para C. diphtheriae, o que pode gerar falha ou atraso no diagndstico
(BONNET et al., 1999; BRYAD, 2013).
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FIGURA 4 — (A) LESAO DE PELE. (B) PSEUDOMEMBRANA EM NASOFARINGE. (C) PACIENTE

COM GANGLIOS ENFARTADOS.

FONTE: (A,C) CDC - Centers for disease control and prevention's public health image library (Phil), com
identificacdo numero #1941 e #5325 (2014). (B) Disponivel em: http://blog.ciencias-medicas.com/archives/1981
(2014).

3.5 SINTOMAS DA DIFTERIA

A forma respiratéria da doenga tem um periodo de incubacéo de dois a cinco
dias. O inicio da doenca é gradual e os sintomas incluem febre, fadiga, garganta
sensivel e dificuldade para degluticdo. As criancas infectadas sdo acometidas de
nauseas, vomitos, calafrios e febre alta, embora algumas ndo apresentem sintomas

até a progressao da doenca. Em cerca de 10% dos casos, 0s pacientes apresentam
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edema no pescocgo e estes casos estdo associados a risco de morte (BONNET et
al., 1999; BRYAD, 2013). Além dos sintomas nos locais da infeccéo, o paciente pode
apresentar sinais inespecificos como apatia, palidez e ritmo cardiaco acelerado,
causados pela toxina diftérica (BONNET et al., 1999).

A difteria cutanea € uma forma secundaria, resultante de uma doenca de pele
pré-existente e pode aparecer em média sete dias apds a lesdo cutdnea primaria
(BONNET et al., 1999).

3.6 EPIDEMIOLOGIA

A difteria ocorre em todo o mundo, embora ndo seja comum em paises
industrializados pelo uso rotineiro e de longa data da vacina (DTP). Porém, grandes
epidemias foram registrados em varios paises da Europa Oriental na década de
1990, e casos ainda sao relatados até mesmo nos paises desenvolvidos (CDC,
1998; OMS, 2013). Focos da doenca apdés a dissolucdo da antiga Unido Soviética
surgiram no final da década de 1980, pela queda da taxa de vacinagdo, causando
um aumento significativo nos casos de difteria. Em 1991, havia 2.000 casos na
URSS. Em 1998, segundo estimativas da Cruz Vermelha, havia cerca de 200.000
casos na Comunidade de Estados Independentes da Ex-URSS, com 5.000 mortes
(KADIROVA et al., 1995; TODAR, 2009).

A taxa de letalidade da difteria ndo mudou nos ultimos 50 anos. A taxa global
de mortalidade € de 5 a 10%, sendo maior entre criancas com idade inferior a 5 anos
e adultos com mais de 40 anos (até 20%). Na era pré-vacinal, a doenca era fatal em
até 50% dos casos (TODAR, 2009).

Em 2011, segundo a OMS, somaram-se 4.887 casos notificados em todo o
mundo. No mesmo ano, no sul da Franca, foi registrado um caso em um homem de
40 anos pela perda de imunidade vacinal (ROUSSEAU et al., 2011). Houve um
crescimento de casos nos anos 90 em adolescentes e adultos ndo vacinados ou
inadequadamente imunizados (CDC, 1998).

A reincidéncia da doenca ocorre quando um dos fatores de controle é

desestabilizado (FIGURA 5). Pesquisas sao realizadas nos casos registrados de
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difteria para tentar entender as falhas na erradicacdo da doenca. Estas apontam
como principais fatores da reincidéncia a cobertura vacinal insuficiente, a interrupgéo
do calendario de vacinacdo e o reforco ndo eficaz ap6s as doses primarias na
infancia (KJELDSEN et al., 1985; RAPPUOLI, 1993; MAPLE, 2001).
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FIGURA 5 - TOTAL DE CASOS DE DIFTERIA x COBERTURA VACINAL DE 1980 A 2006.
FONTE: Departamento de imunizagdo, vacinas e produtos bioldgicos — OMS (2009). Disponivel em:

http://whglibdoc.who.int/hg/2009/who_ivb_2009_eng.pdf. (refere-se a terceira dose da vacina de difteria, tétano e
pertussis - DTP).

Entre 1972 e 1982, trés surtos da doenca aconteceram em Seattle
envolvendo 1100 pessoas. Em 1984, na Dinamarca, 17 pessoas morreram apos
surto de difteria. Em 2002, na Califérnia, uma mulher previamente imunizada
sobreviveu a uma infecgéo por C. diphtheriae, evidenciando a falha na imunizacao.
Na Finlandia, em 2003, uma crianca de trés meses ndo imunizada morreu. Também
em 2003, na Pensilvania, um homem ndo vacinado morreu de difteria apds férias no
Haiti. Outros surtos no Canada e Estados Unidos se desenvolveram na populagéo
indigena (RAPPUOLI et al., 1988; HARNISCH et al., 1989; LUMIO et al., 2003; CDC,
2002; CDC, 2004; CHEN et al., 2007).

Nandi et al.(2003) relatam uma série de casos de difteria na india. Cerca de
70% dos pacientes afetados ndo haviam sido imunizados contra a doenca. A taxa de
mortalidade foi de aproximadamente 16%. A pesquisa reforca a importancia da

imunizacao da populagéo para o controle da doenca.
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O nuamero de trabalhos sobre a imunidade em difteria, entre os anos 80 e 90,
€ vasto e demonstra a preocupacdo ja existente antes das grandes epidemias que
ocorreram nos anos 90 em paises desmembrados da Ex-URSS. Acredita-se que
neste meio tempo os paises entraram em uma faixa de estabilidade, onde a doenca
foi controlada, mas nédo erradicada. No periodo de 1980-2000, o numero total de
casos de difteria notificados reduziu em mais de 90% (MYERS, 1982; KJELDSEN et
al., 1985; RAPPUOLI et al., 1988; HARNISCH et al., 1989; LUMIO et al., 2003;
NANDI, 2003; OMS, 2006; CHEN et al., 2007; CDC, 2012).

No continente americano o quadro nao é diferente. Muitas regides tém surtos
epidémicos, revelando que a imunizacdo ndo esta sendo eficiente. No Haiti,
Republica Dominicana e Brasil que sdo paises endémicos, ocorrem surtos apesar
dos programas de vacinacdo sao notificados grande numero de casos (OPAS,
2012). Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), ainda existem
casos esporadicos da doenca em varios paises da América (FIGURA 6), sem levar
em consideracdo casos que ndo sdo comunicados as autoridades e diagnésticos

equivocados, portanto, ndo computados (OPAS, 2012).

Casos de difteria, na América Central e do Sul
em criangas com menos de cinco anos
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FIGURA 6 — CASOS DE DIFTERIA NO CONTINENTE AMERICANO NOS ULTIMOS 10 ANOS.
FONTE: OPAS (2012).
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Este trabalho foi desenvolvido visando a obtencéo, purificagéo e avaliagdo da
imunigenicidade de uma proteina recombinante com o propdésito de reduzir os

efeitos colaterais da vacina de difteria.

3.7 VACINAS

As vacinas contra difteria sdo produzidas pela via classica, ou seja, a toxina
bacteriana € inativada e usada para induzir a antitoxina protetora. Com a introducao
de vacinas contendo toxdide diftérico na vacinacdo de rotina nos anos de 1940 e
1950, a incidéncia de difteria caiu drasticamente (GALAZKA et al., 1996).

O toxoide diftérico combinado com tétano e coqueluche nas vacinas DTP tem
sido parte do Expanded Programme on Immunization (EPI) da OMS desde a sua
criacdo em 1974.

As vacinas atuais, contendo o componente diftérico, ainda sdo constituidas
pelo toxdide. A toxina de 58 kDa é o antigeno vacinal. E obtido pela inativagdo da
toxina com formaldeido a 0,75%, armazenado por 4 a 6 semanas a 37°C, para
permitir a detoxificacdo completa (PAPPENHEIMER, 1984).

Existem quatro vacinas combinadas e utilizadas para prevenir a difteria,
tétano e pertussis (coqueluche).

A primeira € a vacina denominada DTP (Vacina Triplice Bacteriana, contra
Difteria, Tétano e Pertussis) que tem em seus componentes o toxdide diftérico, o
tetAnico e o lisado celular de Bordetela pertussis (WP — whole cell Pertussis)
(MMWR, 2010).

A segunda, criada devido a alta incidéncia de efeitos colaterais da DTP, foi
desenvolvida para minimizar estes efeitos e é denominada DTPa (vacina acelular
contra coqueluche). A letra minUscula na sigla da vacina representa que a mesma
passou por um processo de purificacdo sendo denominada acelular ou vacina de
subunidade. Seu processo de producdo passa pela selecdo de antigenos capazes
de induzir a imunidade contra B. pertussis. Para a sua produ¢cédo, mais uma etapa de

purificacdo € adicionada ao processo (remocéo de lipopolissacarideos - LPS de
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membrana). Desta forma € mais segura, porém mais cara. As taxas de reacdes
adversas como vermelhiddo, febre e dor sdo reduzidas em 90%. Esta vacina foi
desenvolvida no Japéo, em 1981 e é indicada para criancas de até seis anos. Apos
esta idade, adolescentes e adultos ndo devem recebé-la (MMWR, 2010).

O terceiro tipo de vacina, a dTpa (Vacina triplice bacteriana com os
componentes diftéricos e pertussis purificados), é indicada para adolescentes e
adultos. Foi licenciada nos Estados Unidos, em 2005. Difere das outras anteriores
pela concentracdo reduzida de toxdides de C. diphtheriae e B. pertussis para
minimizar efeitos colaterais. O componente pertussis acelular € similar a DTPa, mas
em menor concentragdo. As vacinas comerciais produzidas com esta tecnologia sédo
Adacel (Sanofi) e a Boostrix (GlaxoSmithKline) (CDC, 2006; MMWR, 2010).

Finalmente o quarto tipo, a vacina DT (Vacina dupla contra Tétano e Difteria)
possui 0s componentes de difteria e tétano, assim como a vacina DTP, mas sem o
componente pertussis. A vacina denominada Tétano-difteria (Td — Vacina dupla
bacteriana contra tétano e difteria com o componente diftérico purificado), tem
concentracdo de antigeno inferior a DTP e é indicada para adolescentes e adultos
(MMWR, 2010).

3.8 VACINACAO

Nos paises desenvolvidos, as criancas recebem cinco doses de DTP, uma
dose em cada uma das seguintes idades: 2, 4, 6 e 15 a 18 meses e aos 4 e 6 anos.

A DT, que ndo contém o0 componente pertussis, € utilizada como um
substituto para a DTPa em criancas que nédo toleram a vacina pertussis (CDC, 2006;
MMWR, 2010).

A Td confere imunidade contra o tétano e difteria, € indicada para
adolescentes e adultos, deve ser reforgcada a cada 10 anos, ou ap0s exposicao ao
tétano.

A DTpa possui indicagdo semelhante a DT, mas também confere protecéo
contra a pertussis. Adolescentes de 11-18 anos e adultos a partir de 19 anos devem

receber uma dose Unica de DTpa. As mulheres gravidas devem receber dTpa
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durante cada uma de suas gestacdes (de preferéncia no terceiro trimestre entre 27
e 36 semanas). DTpa deve também ser dada entre 7 e 10 anos de idade para
criancas com baixo titulo de protecdo contra pertussis. DTpa pode ser indicada
mesmo que doses anteriores de Td tenham sido anteriormente administradas
(MMWR, 2010).

No Brasil, a vacinagdo contra a difteria foi introduzida em de 1973 no
Programa Nacional de Imunizacgdo. A vacina utilizada para crian¢cas menores de sete
anos é a DTP. Apos essa idade, ou em criancas que desenvolvem fortes efeitos
colaterais na primeira dose da vacina, deve-se administrar a DTPa. A vacina Td é
indicada a adolescentes e adultos, para reforco.

Embora a cobertura vacinal seja elevada em todo o mundo, ha uma lacuna na
imunidade na populacao adulta (GALAZKA et al., 1996). Uma reducao importante do
titulo de anticorpos é observada logo apdés um ano da imunizacdo. Das criancas
estudadas, 75 a 97% apresentaram titulos protetores contra difteria apds a primeira
dose de vacina. Durante os dois anos seguintes, o titulo declina cerca de 40% a
cada ano (GALAZKA et al.,1996).

Problemas com a vacinacdo e imunidade de longa duracdo vém sendo
relatadas desde a década de 80. Pesquisas sobre a perda de imunidade da difteria
revelaram que depois de 10 anos da vacinacao, os titulos anti-difteria ficam abaixo
do valor de protecao e desta forma as pessoas em contato com o agente patogénico
podem desenvolver a doenca (MYERS, 1982; KHETSURIANI, 2010). De acordo
com a OMS e UNICEF, a cobertura de vacinacdo ainda € aproximadamente 83% da
populacdo mundial, e ha uma lacuna evidente nas campanhas de imunizacéo.
Embora a vacina seja eficaz na prevencdo da morte, a sua eficacia global contra
doenca sintomatica € estimada entre 70 a 90%. Porém, surtos de difteria foram
relatados em populagdes altamente vacinadas o que evidencia falha no protocolo de
vacinacdo (KRUMINA et al., 2005, OHUABUNWO et al., 2005).

Galazka et al. (1996), sugerem a alta cobertura de vacinagédo de grupos-alvo,
diagndstico precoce e o tratamento de casos de difteria com rapida identificacédo de
contatos estreitos para evitar casos secundarios. Essas sdo ac¢des que deveriam ser
implantadas para evitar a incidéncia de novos casos. No mesmo ano, Hardy (1996)
sugere que as recomendacdes em vigor para a vacinagao precisam ser revistas para

assegurar a imunidade da populacédo e evitar o ressurgimento da doenca na Europa
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e América do Norte. Em Estocolmo, uma campanha de vacinacao tendo como alvo
os adultos de uma populacdo resultou na melhoria da imunidade a difteria com
apenas alguns efeitos colaterais (Christenson et al., 2001),

Karakus et al. (2007) avaliaram o0s anticorpos contra a toxina da difteria
intacta e a toxina da difteria subunidades A e B em 1.319 individuos. Os individuos
com nivel de anticorpos elevado foram reagentes frente a subunidade B e os autores
sugerem o uso da subunidade para a deteccao do titulo de difteria.

O desenvolvimento e aprimoramento de novas tecnologias sdo necessarios
para a extensdo do periodo de imunizacdo e reducdo dos efeitos secundarios
relacionados as vacinas.

Na TABELA 1 estdo descritas as vacinas utilizadas nos programas de

vacinacdo em todo o mundo.



TABELA 1 — VACINAS PRESENTES NAS CAMPANHAS DE VACINACAO MUNDIAL.
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. . ) TP FHA PRN FIM B o Toxoide
Vacinas para criangas < 7 anos Marca registrada Produtor ) ) ) ] Toxoide Diftérico .
(Pertussis) | (Pertussis) | (Pertussis) | (Pertussis) Tetanico
S 5 unidades de
® GlaxoSmithKline o .
DtaP INFANRIX ) ) 25 25 9 - limite de floculagdo | 10 Lf
Biologicals (GSK)
(L)
DtaP-IPV-HepB PEDIARIX™ GSK 25 25 8 - 25 Lf 10 Lf
DtaP DAPTACEL® Sanofi Pasteur 10 5 3 5 15 Lf 5Lf
DtaP Tripedia® Sanofi Pasteur 234 23.4 - - 6.7 Lf 5Lf
DtaP+HIB (Tripedia + ActHIB) TriHIBIt® Sanofi Pasteur 234 23.4 - - 6.7 Lf 5Lf
DT No trade name Sanofi Pasteur - - - - 6.7 Lf 5Lf
Vacinas para pessoas =7 anos
Tdap BOOSTRIX® GSK 8 8 2.5 - 2.5 Lf 5 Lf
Tdap ADACEL™ Sanofi Pasteur 2.5 5 3 5 2 Lf 5 Lf
Massachusetts Public
Td No trade name Health Biologicals | - - - - 2 Lf 5Lf
Laboratory
Td DECAVAC™ Sanofi Pasteur - - - - 2 Lf 5 Lf
Td TENIVAC™ Sanofi Pasteur - - - - 2 Lf 5 Lf
Td No trade name Sanofi Pasteur - - - - 2 Lf 5Lf
TT (adsorvida) No trade name Sanofi Pasteur - - - - - 5Lf
TT (booster) (fluido) No trade name Sanofi Pasteur - - - - - 4Lf

Legenda: TP — Toxina pertussisl, FHA — Hemaglutinina filamentosa, PRN — Perctactina, FIM — Fimbria, DtaP - vacina triplice bacteriana, contra difteria,

difteria, tétano, pertussis, hepatite B e polio, DtaP+HIB — Vacina contra difteria, tétano, pertussis acelular e Haemophilus influenzae, DT — vacina dupla bacteriana, contra tétano e difteria, Tdap - vacina triplice

bacteriana, contra difteria (componente purificado), tétano e pertussis acelular, Td — vacina dupla de tétano e difteria (componente purificado), TT — Vacina contra tétano.

FONTE: Broder Kr ( 2006), OMS (2006).

tétano e pertussis acelular, DtaP-IPV-HepB — vacina contra
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3.9 RISCOS VACINAIS

O risco da administracdo das vacinas utilizadas nas campanhas de
imunizacao atualmente ainda é muito menor do que o desenvolvimento da doenca.
No entanto, a vacina pode causar problemas relevantes, como reacfes alérgicas
graves. O risco da vacina DTP causar danos severos e morte é extremamente
pequeno (VIS, 2007).

As reacdes adversas mais comuns sao leves como febre (25% dos casos);
vermelhiddo ou edema no local da vacinacao (25%) e dor ou sensibilidade (25%).
Esses problemas ocorrem mais frequentemente a partir da quarta dose da DTP. Em
alguns casos, no periodo de um a sete dias ap0s a vacinac¢ao, pode surgir edema de
todo o braco ou perna (cerca de uma criangca em trinta). Outros problemas menores
também podem ocorrer, como irritabilidade (cerca de uma crianca em trés), cansacgo
ou falta de apetite (cerca de uma crianca em cada dez), vomitos (cerca de uma
crianca em cinquenta). Estes problemas ocorrem de um a trés dias ap0s a aplicacao
da vacina (VIS, 2007).

As reacdes moderadas como convulsao (1/14 mil criangas vacinadas), choro
continuo (1/1000), febre alta de 39 ou superior (1/16 mil) sdo pouco frequentes (VIS,
2007).

ReacbGes graves sdo raras. Existem relatos de reacbes alérgicas graves
(anafilaxia, menos 1/1 milhdo de doses), encefalopatias, convulsées prolongadas,
coma ou reducdo de consciéncia, até mesmo danos cerebrais permanentes. Estas
reacdes sdo tao raras que se torna dificil dizer se estdo realmente relacionadas a
vacinacao (VIS, 2007; FDA, 2013).

Raros sdo os casos de sindrome de Guillain-Barré (SGB). E uma doenca
neuroldgica autoimune que causa polirradiculoneurite desmielinizante aguda. Pode
ocorrer no periodo de até 6 semanas apds a administracdo da vacina. Também
existem relatos de reacBes de hipersensibilidade do tipo Arthus apos a
administragcdo da vacina contendo toxoides tetanicos ou diftéricos. Os casos de
doencas neurologicas progressivas (incluindo espasmos infantis), epilepsia de dificil
controle e encefalopatia progressiva decorrentes da vacinagdo também sdo raros
(VIS, 2007; FDA, 2013; QUEIROZ, 2013).
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Algumas reacfes sdo exclusivas da vacina DTPa, como temperatura de
40,5°C ou superior dentro de 48 horas apés a vacinagéo, colapso nervoso ou estado
de choque (episédio hipotbnico hiporresponsivo, convulsdo no prazo de 3 dias ap6s
a vacinacao, choro persistente com duracao de 3 ou mais horas (VIS, 2007).
O desenvolvimento de DTPa é uma tentativa de reduzir estes efeitos
secundarios, para tornar mais segura a imunizacao e assegurar a qualidade de vida.
Em resumo, a vacina com antigénos purificados e em menor quantidade € capaz de

conferir a imunidade necessaria com efeitos colaterais mais brandos (MMWR, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

As etapas da pesquisa para a producdo da subunidade B recombinante da
toxina de C. diphtheriae sédo apresentadas na FIGURA 7.

Cultivo de Digestzo do Am;l)llflca}gao do

G \ plasmideo (tra%gfsergz;éioem

Al LA comas  PragF coli DH 5alfa
\ enzimas de por choque

restricao

Reacéo de ligacdo térmico)

Produto de PCR +
Plasmideo
[
Clonagem do

plasmideo com inserto
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L
Purificacdo do
plasmideo com o
inserto

Sequenciamento
do Plasmideo

Transfeccdo do
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FIGURA 7 — ETAPAS DO PROCESSO DE PRODUCAO E PURIFICACAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE DA SUBUNIDADE B DA TOXINA DE C. diphtheriae.
FONTE: O autor (2014).

Solubilidade
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4.1 CLONAGEM DA SUBUNIDADE B DA TOXINA DIFTERICA POR PCR

Para a obtenc&o da sequéncia de DNA da subunidade B da toxina diftérica, foi
realizado o cultivo do patdgeno, a extracdo do DNA e a clonagem por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) conforme descrito nos tépicos 4.1.1 a 4.1.3. A FIGURA

8 resume as etapas desenvolvidas.

Cultivo de C. diphtheriae

cepaTecpar (Cd/T/01/01) -
Park-Williams 8
1
Extracédo e
quantificacéo
de DNA

Desenho dos primers e
amplificacdo da sequéncia
da subunidade B da Difteria
por PCR

Purificacdo do DNA
clonado

Digestao do DNA clonado com as
enzimas de restricdo

BamHI e Hindlll

FIGURA 8 — ETAPAS DO PROCESSO DE CLONAGEM DA SUBUNIDADE B DA TOXINA DIFTERICA.
FONTE: O autor (2014).

4.1.1 CULTIVO DE C. diphtheriae PARA EXTRACAO DE DNA

A cepa de C. diphtheriae foi gentilmente cedida pelo Instituto de Tecnologia do
Parand — Tecpar (Cd/T/01/01) - Park-Williams 8, na forma liofilizada e armazenada
sob refrigeracdo a -80°C. Trata-se de uma cepa utilizada na producdo da vacina
diftérica pelo método classico de fermentacgéo e inativagdo (LAMPIDI et al., 1971).
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O cultivo de C. diphtheriae foi realizado em area biocontidada no Setor de
Desenvolvimento do Laboratorio de Antigenos Veterinarios, nas instalacdes do
Tecpar.

O meio de cultivo para C. diphtheriae foi o proposto por Muller et al. (1941)
modificado, utilizando NZ amine A (hidrolisado de caseina - Sigma) como fonte de
nitrogénio na concentragdo de 100 mg/mL e adicionados 2 mL da solugdo de
micronutrientes (MgS0,.7H,0 22,5g, Beta Alanina 0,115 g, Acido Nicotinico 0,115 g,
CuS04.5H,0 (1%) 5 mL, ZnSO4.7H,0 (1%) 4 mL, MnCl,.4H,0O (1%) 1,5 mL, HCI 3
mL, H,O gsp 100 mL), 1 mL de solucédo de cistina (Cistina 20 g, HCI 20 mL, H,O gsp
100 mL), e 2,8 mL de solucdo de maltose (Maltose 50 g, CaCl,.2H,0O 0,5 g, H,O gsp
100 mL)). As solucbes de aminoacidos e de maltose foram precipitadas previamente
por duas vezes com CaCl, 0,1M para a retirada do ferro (20 mL, 80 — 90°C, pH 7,8 —
8,0), que é limitador do crescimento de C. diphtheriae.

Uma ampola liofilizada foi aberta em fluxo laminar, previamente higienizado, e
o material foi diluido em 6 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%), homogeneizado e
inoculado nos meios de cultivo (sélido e liquido). Foram inoculados 100 pL da solucéo
salina contendo a cepa de C. diphtheriae em tubos de ensaio de 50 mL e placas de
Petri (100 x 15 mm), com meio solido (MULLER et al.,1940 - adicionado &agar
bacteriologico 1,5%) para verificar o crescimento de colbnias isoladas, a morfologia e
a pureza do cultivo. Os tubos foram incubados em estufa a 37°C por 72 horas de
(HEINEMANN, 1908) e armazenados a 4°C até o uso do microrganismo. Da mesma
forma, foram utilizados 5 mL da suspenséao de células de C. diphtheriae para inocular
um frasco Erlenmeyer (250 mL) com 50 mL de meio de cultivo (MULLER et al., 1940)
e incubado em agitador orbital a 37°C, 150 rpm por 72 horas.

Ap6s o final do cultivo, o meio foi distribuido em tubos c6nicos de 50 mL e
colocado em banho-maria a 100°C por 30 minutos para a inativagdo da toxina e
realizada centrifugacdo a 5.000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet contendo a biomassa foi armazenado a 4°C, para posterior
extracdo do DNA do microrganismo.

A confirmacao da identificacdo do patogeno foi realizada por meio de coloragéo
de Gram (KONEMAN et al., 2001) e verificacdo macroscoépica das colbnias no meio

solido.



40

4.1.2 EXTRACAO E ANALISE DA QUALIDADE E QUANTIDADE DO DNA DO
MICRORGANISMO

O pellet obtido na etapa anterior foi ressuspenso em 100 pL de cultivo liquido e
centrifugado 5.000 g por 20 minutos a 4°C. O sedimento foi utilizado para a extracao
do DNA, realizada segundo combinacao dos protocolos de
congelamento/descongelamento e fenol/cloroférmio/alcool isoamilico.
Resumidamente, o sedimento foi ressuspenso em 500 pL de tampé&o TE (10 mM Tris-
HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) e homogeneizado por pipetagem. Foram realizados
trés ciclos de congelamento / descongelamento (-70°C, 5 minutos e 80 - 95°C, 2
minutos), adicionados 10 pL de lisozima (10 mg/mL) e incubado a 37°C por 1 hora.
Em seguida foram adicionados 5 pL de SDS 10% e 5 pL de proteinase K (20 mg/mL).
A solucao foi homogeneizada e incubada 1 hora a 55°C. Apds, foi aquecida a 95°C
por 10 minutos para a desnaturacdo da proteinase K. O microtubo de 2 mL contendo
a suspensao foi centrifugado a 1.000 g, 5 minutos a 4°C. Ao sedimento foram
adicionados 0,01 volumes de RNase (20 mg/mL) e incubado 37°C, por 30 minutos.
Apds, foi adicionado 0,01 volumes fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1),
homogeneizado por 5 minutos e centrifugado a 12.000 g por 5 minutos a 4°C em
microcentrifuga. O sobrenadante foi transferido para novo tubo de 2 mL.

Foi adicionado o mesmo volume de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico,
homogeneizado suavemente e centrifugado por 5 minutos nas mesmas condi¢des. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo. Foram adicionados 0,01 volumes de
acetato de sédio 3M pH 5,2 e 2 volumes de etanol (-20°C) e homogeneizados. A
amostra foi centrifugada a 12000 g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o DNA precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70°GL nas mesmas
condic¢des de centrifugagéo.

Na sequéncia, o pellet de DNA foi seco a 37°C e reidratado com 50 pL de agua
ultrapura em temperatura de 4°C overnight e acondicionado a -20°C até seu o

momento do uso.
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A quantidade do DNA foi avaliada por espectrofotometria em ambos o0s
comprimentos de onda (260/280 nm). A concentracéo e pureza de DNA presentes na

amostra foram calculadas pela seguinte equacéo:

[DNA] (ug/mL) = Absyeo X 50 X FD

Para a verificacdo da qualidade e pureza do DNA, foi realizada eletroforese em
gel de agarose a 0,8 % e corrida a 80 V por 1 hora em cuba horizontal com tampéao
TE. O gel foi corado com Brometo de Etidio (5 pg/mL) e visualizado sob luz
ultravioleta (UV). A migracdo das bandas foi comparada com o uso de 3,5 pL do
marcador de 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen™).

4.1.3 CLONAGEM POR PCR DA SUBUNIDADE B PARA TRANSFECCAO

O vetor pAE foi gentilmente cedido pelo professor Odir Dellagostin (UFPel) e
escolhido por apresentar diversas vantagens como: ndo ser comercial, ter origem de
replicacdo em E. coli, sitios multiplos de clonagem, gene de resisténcia a ampicilina;
forte promotor do fago T7; indugéo por IPTG e a inclusédo de calda de poli histidina na
proteina clonada (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — DESENHO DO VETOR pAE.
FONTE: Vector Invitrogen (2014).
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FIGURA 10 — O VETOR pAE COM O INSERTO DIFB.
FONTE: Vector Invitrogen (2014).

O desenho dos iniciadores (primers) para a correta amplificacdo da regido de
interesse do DNA, a cadeia B da toxina diftérica, foi realizado com o auxilio do
software Vector NTI (Invitrogen®) sob orientacdo do Professor Odir Dellagostin da
Universidade Federal de Pelotas - UFPel.

Foram desenhadas duas sequéncias de iniciadores. O primer sense (PS) com
sitio de restricdo BamHI (5'...G GATCC...3’) (5'...GACGGATCCTCAGTAGGTAGCTCATTGTC...3)
e 0 primer antisense (PA) com sitio de restricdo Hindlll (5'..A AGCTT...3") (5...
GGCAAGCTTCAGCTTTTGATTTCAAAAAATAGCG...3') para possibilitar a correta ligacdo, no
sentido correto ao vetor e a direta clonagem dos amplicons em plasmideo de
expressao.

Os iniciadores correspondem a regido 193 a 534 pares de base (pb) da toxina
diftérica, referente a subunidade B. Foram adicionados alguns oligonucleotideos que
antecedem e finalizam o gene da subunidade B para a inser¢cdo dos sitios de
restricdo. As sequéncias dos Iniciadores foram preparadas pela Eurofins
MWG/Operons.

A sequéncia do gene que contém a informacdo da proteina da subunidade B
da toxina diftérica foi obtida no GenBank GenelD gb KF013950.1 (GREENFIELD et
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al., 1983). Trata-se de uma sequéncia de 1026pb, totalizando 1046pb com os
nucleotideos iniciadores contendo os sitios de restricAo para as enzimas acima
mencionadas (FIGURA 10). A sequéncia do gene da subunidade B (TABELA 2) foi
clonada com o pareamento dos iniciadores (primers) nas regides destacadas
(negrito). Foram excluidos os 579pb iniciais da sequéncia da toxina, por se tratar da
por¢cado que possui atividade toxica.

A reacdo de PCR foi preparada com GoTaq® Flexi DNA Polymerase
(Promega), seguindo o protocolo do fabricante com 1 pL de DNA da bactéria na
concentracéo de 10 ng/ pL para cada 50 pL de reagéo (GoTaq® Flexi Buffer 1x 10 L,
Primer F (20 picogramas) 2 uL, Primer R (20 picogramas) 2 pyL, dNTP (10 mM), 4 uL
(1 pL de cada), GoTag® DNA Polimerase (5U/ uL) 0,25 uL, MgCl, 25 mM, 3 pL, DNA
molde 1 pL, agua qsp 50 pL).

A PCR foi conduzida em termociclador da marca Eppendorf® com um ciclo
inicial de 95°C por 5 minutos para a desnaturacéo, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos
para a desnaturacao; 55°C por 30 segundos para o anelamento, 72°C por um minuto
para a extensao, a extensao final foi de 72°C por 5 minutos.

O fragmento clonado por PCR foi purificado utilizando o kit GFX™ PCR DNA e
Gel Band Purification (GE Healthcare™), seguindo o protocolo do fabricante. O
resultado da purificagcdo da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose
1,0%, 80 V durante 1 h para verificar sua qualidade e concentracdo, conforme tépico
4.1.2.

Em seguida, a sequéncia clonada foi usada na ligacdo com o vetor de
clonagem. A concentragcdo do DNA purificado foi avaliada por espectrometria a 260

conforme tépico 4.1.2.
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CADEIA B DA TOXINA DIFTERICA, COM OS

TCAGTAGGTAGCTCATTGTCATGCATAAAT
Ser.Val.Gly.Ser.Ser.Leu.Ser.Cys.lle.Asn
AAGACAAAGATAGAGTCTTTGAAAGAGCAT
LysThrLyslleGluSerLeuLysGluHis
CCCAATAAAACAGTATCTGAGGAAAAAGCT
ProAsnLysThrValSerGluGluLysAla
GCATTAGAGCATCCTGAATTGTCAGAACTT
AlalLeuGluHisProGluLeuSerGluLeu
GCTGGGGCTAACTATGCGGCGTGGGCAGTA
AlaGlyAlaAsaTyrAlaAlaTrpAlaVval
GCTGATAATTTGGAAAAGACAACTGCTGCT
AlaAspAsnLeuGluLysThrThrAlaAla
ATGGGCATTGCAGACGGTGCCGTTCACCAC
MetGlylleAlaAspGlyAlaValHisHis
GCTTTATCGTCTTTAATGGTTGCTCAAGCT
AlaLeuSerSerLeuMetValAlaGInAla
GGTTTCGCTGCATATAATTTTGTAGAGAGT
GlyPheAlaAlaTyrAsnPheValGluSer
TCGTATAATCGTCCCGCGTATTCTCCGGGG
SerTyrAsnArgProAlaTyrSerProGly
TATGCTGTCAGTTGGAACACTGTTGAAGAT
TyrAlaValSerTrpAsnThrValGluAsp
AGTGGGCACGACATAAAAATTACTGCTGAA
SerGlyHisAsplleLyslleThralaGlu
CTACCGACTATTCCTGGAAAGCTGGACGTT
LeuProThrlleProGlyLysLeuAspVal
GGTCGGAAAATAAGGATGCGTTGCAGAGCT
GlyArgLyslleArgMetArgcysArgAla
AAATCTCCTGTTTATGTTGGTAATGGTGTG
LysSerProValTyrValGlyasnGlyVal
AGCAGCTCGGAGAAAATTCATTCTAATGAA
SerSerSerGluLyslleHisSerAsnGlu
TACCAGAAAACAGTAGATCACACCAAGGTT
TyrGInLysThrValAspHisThrLysVal
AAAAGCTGA
LysSerTer

193

223

243

263

283

303

323

343

363

383

403

423

443

463

483

503

523

536

CTTGATTGGGATGTCATAAGGGATAAAACT
Leu.Asp.Trp.Asp.Val.lle.Arg.Asp.Lys.Thr
GGCCCTATCAAAAATAAAATGAGCGAAAGT
GlyProlleLysAsnLysMetSerGluSer
AAACAATACCTAGAAGAATTTCATCAAACG
LysGInTyrLeuGluGluPheHisGInThr
AAAACCGTTACTGGGACCAATCCTGTATTC
LysThrValThrGlyThrAsnProValPhe
AACGTTGCGCAAGTTATCGATAGCGAAACA
AsnValAlaGInVallleAspSerGIluThr
CTTTCGATACTTCCTGGTATCGGTAGCGTA
LeuSerileLeuProGlylleGlySerVal
AATACAGAAGAGATAGTGGCACAATCAATA
AsnThrGluGlulleValAlaGInSerlle
ATTCCATTGGTAGGAGAGCTAGTTGATATT
lleProLeuValGlyGluLeuValAsplle
ATTATCAATTTATTTCAAGTAGTTCATAAT
llelleAsnLeuPheGInValValHisAsn
CATAAAACACAACCATTTCTTCATGACGGG
HisLysThrGInProPheLeuHisAspGly
TCGATAATCCGAACTGGTTTTCAAGGGGAG
SerllelleArgThrGlyPheGInGlyGlu
AATACCCCGCTTCCAATCGCGGGTGTCCTA
AsnThrProLeuOrillealaGlyValLeu
AATAAGTCCAAGACTCATATTTCCGTAAAT
AsnLysSerLysThrHislleSerValAsn
ATAGACGGTGATGTAACTTTTTGTCGCCCT
lleAspGlyAspValThrPheCysArgPro
CATGCGAATCTTCACGTGGCATTTCACAGA
HisAlaAsnLeuHisValAlaPheHisArg
ATTTCGTCGGATTCCATAGGCGTTCTTGGG
lleserSerAspSerlleGlyValLeuGly
AATTCTAAGCTATCGCTATTTTTTGAAATC
AsnSerLysLeuSerLeuPhePheGlulle

213

233

253

273

293

313

333

353

373

393

413

433

453

473

493

513

533

FONTE: o autor (2014)
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4.2 TRANSFECCAO EM CELULAS HOSPEDEIRAS

A transfeccdo das células hospedeiras foi realizada por choque térmico
(descrito no item 4.2.2). Nesta etapa, foram utilizadas as células de E coli DH5alfa e
BL21 pLysS, para a replicacdo dos plasmideos (pAE e pAE com inserto) e para a

expressao da proteina de interesse (FIGURA 11).

4.2.1 PREPARO DAS CELULAS QUIMIOCOMPETENTES E. coli DH5alfa™ e BL21
pLysS™

Para producdo das células quimiocompetentes e dos cultivos posteriores,
foram produzidas solucéo de estoque de ampicilina na concentracdo de 100 mg/L
com agua ultrapura e solucdo de estoque de cloranfenicol na concentracdo de 25
mg/L em etanol 70%. Ambas as solucbes foram esterilizadas por filtracdo em
membrana 0,22 um, em fluxo laminar, aliquotadas em tubos esterilizados e mantidas
refrigeradas a -80°C até o momento do uso.

O meio Luria-Bertani (LB) foi preparado conforme instru¢des do fabricante, com
25 g do meio em po6 (Sigma-Aldrich) em um litro de agua ultrapura e o pH ajustado
para 7,8. O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e mantido
refrigerado a 8°C até o momento do uso.

O meio agar LB foi preparado com a adicdo de 20 g de agar bacteriol6gico por
litro do meio LB, esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. ApGs retirado da
autoclave foi vertido em fluxo laminar, em placas de Petri, previamente esterilizadas e

mantido refrigerado a 8°C até o momento do uso.
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Preparo da E. coli DH5alfa e BL21
gquimiocompetente
Transfeccdo do plasmideo pAE em E
coli DH5alfa por choque térmico

|
Extracao e purificacdo do plasmideo
pPAE

Digestédo do plasmideo pAE e da

sequéncia da subunidade B com as
enzimas de restricdo BamHI e Hindlll

Reacéo de ligagéo do plasmideo pAE e
da sequéncia da subunidade

s

Transfeccdo do plasmideo pAE em

7 .

E. coli BL21 por choque térmico

Expressdo da proteina de
e - ldentificacdo da proteina
- Solubilidade

- Western-blot

- Cinética de producdo de proteinas

- Cinética de crescimento

- Purificacdo e Retirada de Endotoxinas
- Otimizag&o da expressao

FIGURA 11 — ETAPAS DA PRODU(;AO DAS CELULAS RECOMBINANTES
FONTE: o autor.

O meio LB seletivo foi elaborado adicionando as solugBes estoque dos
antibioticos (ampicilina 100mg/L e cloranfenicol 25mg/L) previamente preparados em
temperatura ambiente adicionados sempre no momento do uso. Para o meio LB agar
seletivo, a adi¢do dos antibioticos foi realizada com o meio a 30°C, momentos antes
de ser plagueado.

A E. coli DH5alfa™ (Invitrogen™) foi usada nos procedimentos de clonagem do
plasmideo pAE (pAE com e sem inserto). As células E. coli BL21™pLysS
(Invitrogen™) foram utilizadas para a expressao da proteina de interesse. Para tal, um
banco de células quimiocompetentes foi produzido para E. coli DH5 alfa™ e outro
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para BL21™ pLysS. Foram isoladas 10 colénias de ambas as cepas de E.coli, e
repicadas em 20 mL separadamente em meio LB e cultivadas por 3 horas, a 37°C sob
agitacdo a 180 rpm, até atingir a absorbancia de A600 = 0.5. Em seguida, os cultivos
foram centrifugados em tubos conicos esterilizados de 50 mL a 3.000 g, 4°C por 10
minutos. Os sedimentos foram ressuspensos em 20 mL de solugao resfriada em gelo
de MgCl, 0,1 M. Apdés homogeneizacdo por inversdo (1 minuto), os tubos foram
centrifugados a 3.000 g, 4°C por 10 minutos. Os sedimentos celulares foram
novamente ressuspensos em 20 mL de solucdo de CaCl, 0,1 M resfriada em gelo,
homogeneizado por inversdo por 1 minuto e incubado durante 30 minutos a 4 °C.
Novamente foi realizada centrifugacdo a 3.000 g, a 4°C por 10 minutos em tubos
conicos esterilizados. Finalmente, as células foram ressuspensas em 1 mL de solucéo
resfriada em gelo de CaCl, 0,1 M e adicionado 100 uL de glicerol esterilizado.

Foram preparadas aliquotas de 100 pL em criotubos e armazenadas a -80 C, criando
o banco de células E. coli DH5 alfa™ e BL21™ pLysS. Para testar a viabilidade
celular, um criotubo de ambos os bancos foi retirado e cultivado em meio LB com

antibiotico.

4.2.2 PREPARO DO PLASMIDEO

Foi preparado inicialmente um estoque de pAE. Para esta etapa o plasmideo
foi clonado em E. coli DH5 alfa. O protocolo de transfeccéo adotado foi o por choque
térmico. As células quimocompetentes de E. coli DH5 alfa (item 4.2.1) foram
incubadas em banho de gelo por cerca de 15 minutos. Em 20 pL de solugcdo de
células quimiocompetentes de E. coli DH5 alfa foram adicionados 5 ng (2 puL) de DNA
do plasmideo e incubado por 30 minutos em banho de gelo. Em seguida, foram
incubados por 90 segundos a 42°C, retornando por mais 2 minutos ao banho de gelo.
Foram adicionados 200 pL de meio de cultivo LB e incubado a 37°C por 2 horas em
agitador rotativo a 180 rpm. Estes 200 uL foram inoculados em placas de Petri,
contendo meio LB com ampicilina (100mg / L) e incubados a 37°C overnight. As
colonias transformadas com o plasmideo pAE, que cresceram na placa de Petri,
foram submetidas a uma triagem com extracdo de DNA, para confirmar a presenca do

plasmideo e analisadas por eletroforese em gel de agarose 1,0%.



48

As células foram inoculadas em 5 mL de meio LB com ampicilina, incubadas
overnight em agitador rotativo a 180 rpm a 37°C. Para a extracdo de plasmideo, foi
utilizado o kit llustra plasmidPrep mini spin kit™ (GE Healthcare™) e a eficacia
verificada em eletroforese em gel de agarose (topico 4.1.2).

O plasmideo obtido e o produto da PCR do tdopico 4.1.3 foram digeridos
separadamente com as enzimas de restricdo BamHI (ThermoScientific) e Hindlll
(Promega), de acordo com os protocolos dos fabricantes (Digestdo BamHI: agua
ultrapura 28 pL, tampéo 5 X 5 pL, DNA de interesse 15 uL, BamHI 2 pL, totalizando
50 pL, em reacao overnight a 37°C, recuperado em 25 pL apoés purificagdo como kit
GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification - GE Healthcare™. Digestdo com HindlIl:
agua ultrapura 22,5 L, tampéo 5X 5 uL, BSA 0,5 pL, DNA de interesse 20 pL, Hindlll
2 uL, totalizando 50 pL, em reacédo por 2 horas a 37°C, recuperado em 25 pL apos
purificacdo com o kit GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification - GE Healthcare™). As
concentracbes de DNA foram determinadas por espectrofotometria a 260 nm e a

eficacia da digestdo foi determinada em gel de agarose a 1,0% conforme tépico 4.1.2.

4.2.3 REACAO DE LIGACAO DO PLASMIDEO E O INSERTO

A reacdo de ligacao entre o plasmideo pAE e o inserto (subunidade B da toxina
diftérica) foi realizada com DNA ligase de T4 (Promega™) overnight a 4°C seguindo o
protocolo do fabricante (TABELA 3).

Para confirmar a presenca do inserto no plasmideo e o sucesso da ligacao, foi
realizada digestdo dupla com as mesmas enzimas de restricdo (conforme realizado
no topico 4.2.2) e verificado em gel de agarose a 1,0% conforme descrito no tépico

4.1.2.
TABELA 3 — REACAO DE LIGACAO.

DifB pAE (controle negativo)
Vetor 5 pL 5 pL
Inserto gy e
Tampao 10X 2 uL 2 uL
T4 DNA ligase 1L luL
Agua Ultrapura 4 uL 12 pL
TOTAL 20 pL 20 pL

FONTE: o autor (2014).
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4.2.4 CLONAGEM DO PLASMIDEO pAE LIGADO A SUBUNIDADE B DA TOXINA
DIFTERICA

O plasmideo pAE ligado a sequéncia da subunidade B da toxina diftérica
clonada foi utilizado para transfectar E. coli DH5alfa para replicacdo do plasmideo.
Uma aliquota de 20 pL das células quimocompetentes de E. coli DH5alfa (preparadas
conforme tépico 4.2.1) com 5 ng de plasmideo foram utilizadas para a realizacdo da
transfeccdo por choque térmico (conforme tépico 4.2.2).

As colbnias transformadas com o plasmideo ligado ao inserto foram
submetidas a triagem para avaliar a eficiéncia do choque térmico. Foram inoculadas
em 5 mL de meio LB com ampicilina, incubadas overnight e o plasmideo foi extraido
conforme tépico 4.2.2. A concentracao foi determinada por espectrofotometria a 260
nm. A eficacia da digestao foi determinada em gel de agarose a 1,0% conforme tépico
4.1.2.

O plasmideo com o inserto clonado no cultivo de E. coli DH5alfa e purificado foi
utilizado para a transfeccdo de células de expressdo de E. coli BL21 pLysS. As
células de E. coli BL21 pLysS quimicompetentes (produzidas no topico 4.2.1) foram
transformadas por choque térmico, conforme descrito anteriormente (tépico 4.2.2).

Foram adicionados 200 pL de meio de cultivo LB e incubado a 37°C durante 2
horas em agitador rotativo a 180 rpm. Passadas 2 horas, estes 200 pL foram
inoculados em meio LB contendo ampicilina 100 mg/L e cloranfenicol 25 mg/L, para a
manutencdo dos genes de resisténcia (o plasmideo pAE com inserto e o plasmideo
pLysS) formando o pré-indculo. As células E. coli BL21 pLysS néo transformadas
incubadas em caldo LB néo seletivo (sem antibiéticos) foram utilizadas como controle
negativo.

Para verificar a presenca do plasmideo com o inserto nas colbnias, foi
realizada triagem para confirmacédo e analise por eletroforese em gel de agarose
(conforme topico 4.1.2).

O banco de células E. coli BL21 contento o plasmideo pAE com o inserto
(sequéncia B da toxina diftérica, DifB) foi produzido e armazenado a -80°C até o

momento da utilizacdo, conforme descrito no topico 4.2.1.
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4.2.5 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

4.2.5.1 CULTIVO DE E. coli BL21 pLysS TRANSFORMADA PARA PRODUCAO DE
PROTEINAS

Para o teste de inducéo, 1 mL do pré-inéculo foi inoculado em 10 mL de meio
LB com antibiéticos (Ampicilina 100 mg/L e Cloranfenicol 25 mg/L), e incubado em
agitador rotativo a 37°C e 180 rpm até a cultura atingir a absorbancia de 0,6 a 600
nm. A inducdo da expressao foi realizada com IPTG 0,3 mM durante 3 horas.

Uma amostra do cultivo foi retirada para analise por meio de eletroforese em
gel desnaturante de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). A
metodologia foi realizada segundo Laemmli (1970). As proteinas foram desnaturadas
por fervura a 100°C por 5 minutos em tampéao de amostra (tris-HCI 51 0,1 M, pH 6,8,
2% de SDS, 10% de glicerol, DTT a 0,1M e azul de bromofenol a 0,001 M). O gel
concentrador foi preparado a 7% e o gel fracionador na concentracdo de 10%,
(Sambrook e Russel, 2001).

O gel foi corado com azul de Coomassie, dissolvido em solucéo fixadora por 45
minutos (45 mL de metanol, 10 mL de &cido acético glacial; 45 mL de agua destilada).
Apés este tempo, o gel foi lavado com a solucéo fixadora para a remocdo do excesso
de corante.

4.2.5.2 SOLUBILIDADE DA PROTEINA

O teste de solubilidade é importante para verificar em qual das fracfes do
cultivo estd a proteina recombinante pesquisada. A mesma pode estar no
sobrenadante ou em corpusculos de inclusdo. Um criotubo proveniente do banco de
E. coli BL21 pLysS transformada com o plasmideo pAE com o inserto, foi inoculado
em 9 mL de caldo de LB com antibidticos e incubado por 12 horas a 37°C e em

agitador rotativo 150 rpm. Em seguida, a cultura foi usada para inocular 100 mL do
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mesmo meio e mantido em agitador, sob as mesmas condi¢cdes até que obter a
absorbancia de 0,8. Quando a cultura atingiu a absorbéancia esperada, foi adicionando
IPTG (0,3 mM) e a inducdao foi realizada por 3 horas.

A cultura final foi centrifugada a 7.000 g 4°C por 15 minutos, o sedimento
celular foi lavado com PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPQO,, 1.8 mM
K2HPO,4, pH 7.4). Centrifugou-se outra vez nas mesmas condi¢des e o sendimento foi
ressuspenso em 10 mL de tampéo fosfato (20 mM Na,HPO,, pH 8,0). Quatro ciclos
de sonicacao de 20 segundos, com 0 mesmo tempo de intervalo em banho de gelo,
foram realizados para a ruptura celular e liberacdo dos corpusculos de inclusdo. Em
seguida, o tubo contendo o material lisado, foi centrifugado a 15.000 g a 4°C por 10
minutos para a precipitacdo de corpusculos de inclusdo. O sobrenadante foi
armazenado a 4°C e denominado fracdo soltuvel. O sedimento foi ressuspenso em 10
mL de tampao de solubilizacdo (20 mM NaHPO,4, 500 mM NaCl, 6 M de ureia, pH
8,0) e um novo ciclo de sonicacdo e centrifugacédo foi realizado. O sobrenadante
obtido foi denominado de frac&o insolavel. Ambas as frac6es foram aplicadas em gel
SDS-PAGE, conforme descrito no tépico 4.2.5.1.

4.2.5.3 WESTERN BLOT COM ANTICORPO ANTI-HIS6

Apos a eletroforese em SDS-PAGE das fraces soluvel e insoluvel da proteina
recombinante (tépico 4.2.5.2), o gel foi equilibrado em tampéao de transferéncia (Tris
25 mM, glicina 192 mM, metanol a 20%) por 10-30 minutos. A membrana foi
preparada em 100% de metanol por 15 segundos, lavada com agua ultrapura por 15-
20 segundos e a seguir equilibrada em tampédo de transferéncia, por 5 minutos. A
transferéncia foi realizada com a sequéncia: suporte negativo/ esponja/ papel filtro/
gel/ membrana/ papel filtro/ esponja/ suporte positivo. O “sanduiche” foi colocado na
cuba e coberto com tampéao de transferéncia. A transferéncia foi conduzida a 24V a
4°C overnight. Apos, a tensado foi aumentada para 48 V e mantido por mais uma hora.

A membrana foi retirada e bloqueada com tampéao de bloqueio (10% p / v) leite
Molico®, 1x PBS, 0,05% Tween-20) por uma hora com agitacdo suave.
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Posteriormente, a membrana foi colocada em solugdo com o anticorpo primario anti-
His (GE Healthcare™) diluido 1: 3.000 em tampé&o de bloqueio. Foi incubado por uma
hora a temperatura ambiente com agitacdo suave. A membrana foi entdo lavada trés
vezes por 5 minutos com tampéao de lavagem (1x PBS, 0,05% Tween-20) e incubada
com anticorpo anti-mouse secundario (1:10.000 em tamp&o de lavagem). A
membrana foi lavada novamente, por trés vezes, durante 5 minutos com tampéao de
lavagem e duas lavagens com tampéao PBS, por 5 minutos. A membrana foi incubada
com revelador (10 mg de DAB -3,3 '-diaminobenzidina- em 15 mL de tampéao (Tris 50

mM, NaCl 0,15 M, pH 7,6) por 5 minutos e bloqueada com tampéao PBS.

4254 CINETICA DE PRODUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE E
CRESCIMENTO CELULAR

Durante o crescimento celular e inducdo da proteina recombinante, foram
coletadas aliqguotas de 2 mL a cada hora para avaliar a influéncia do tempo de
inducdo no crescimento celular. Essas fracfes coletadas foram centrifugadas por 5
minutos, a 11.000 g 4°C. O sedimento obtido foi ressuspenso em 200 uL de tampéo
de solubilizacéo e submetido por quatro ciclos de sonicacéo de 5 segundos, cada com
o mesmo intervalo de tempo em banho de gelo e centrifugado nas mesmas
condi¢cBes. O sobrenadante foi armazenado a 4°.C para posterior analise em gel SDS-
PAGE, conforme topico 4.2.5.2.

A determinacdo da concentracdo celular foi feita em espectrofotometro no
comprimento de onda de 600 nm do meio de cultivo, nos diferentes tempos. Dois
parametros cinéticos foram utilizados para avaliacdo do crescimento celular
bacteriano: velocidade especifica de crescimento (u) e velocidade de crescimento

(dx/dt), segundo as equacdes:

U = (Inxt - Inx0) / (t - t0);

dx/dt =y . xt;
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onde: p = velocidade especifica de crescimento (h-1)

xt = concentracdo celular no tempo t em base seca (g/L)
X0 = concentracdo celular inicial em base seca (g/L)

t = tempo final (h)

t0 = tempo inicial (h)

dx/dt = velocidade de crescimento (g/L.h)

As concentracgdes celulares foram determinadas pela multiplicacdo do valor de
absorbancia por 0.35. Segundo LIMA (2004), para cultivos de E. coli recombinante,
1.0 unidade de absorbancia em 600 nm equivale a uma concentracdo celular de 0,35

g/L em biomassa seca.

4.2.5.5 OTIMIZACAO DE EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Para verificar a importancia e o efeito dos fatores estudados foi realizado um
planejamento experimental do tipo fatorial fracionado 3 (3-1), com trés repeticdes no
ponto central. Este método estatistico permite determinar a significancia de cada um
dos fatores analisados para o processo. Para a otimizagdo do processo de producao
de proteina recombinante, os fatores levados em consideracdo foram: concentracédo
de indutor (IPTG), tempo de inducédo e temperatura de inducéo. Os niveis estudados
de tempo de inducdo foram determinados por meio do estudo anterior descrito no
tépico 4.2.5.4. Os niveis das outras variaveis foram definidos como sédo usualmente
feitos para a expressdo de proteinas recombinantes em E. coli (PAPANEOPHYTOU,
KONTOPIDIS, 2012) (TABELA 4).

TABELA 4 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL: FATORES E NIVEIS ESTUDADOS NA
OTIMIZACAO DE EXPRESSAO DA PROTEINA.

Fatores -1 0 1
Temperatura (°C) 25 31 37
Indutor (IPTG mM) 0,1 0,5 0,9
Tempo de inducéo (h) 2 3 4

FONTE: o autor (2014).
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Para a realizacdo do estudo, um criotubo de E. coli BL21 pLysS recombinante
do banco de células foi utilizado para inocular 10 mL de meio LB com antibidticos para
cada experimento. Apos crescimento por 12 horas, a cultura foi inoculada em 100 mL
de caldo de LB com antibioticos. O crescimento celular e coleta de amostras foram
efetuadas tal como descrito no tépico 4.2.5.2. As amostras foram analisadas em gel
de poliacrilamida a 10%, 80 V por 3 horas.

O gel foi analisado com auxilio do software ImageJ versdo 1.32j (dominio
publico http://rsb.info.nih.gov.ij/), que quantifica as bandas por meio de analise
computadorizada de imagem. Este software detecta a absorbancia de cada banda do
gel fornecendo um numero arbitrario que corresponde ao numero de pixels que
compde a selecao. Inicialmente o sistema de andlise calcula a média dos valores de
absorbancia para a regido delimitada pelo operador. Esta regido deve ter uma area
suficiente para abrigar a banda de interesse (uma de cada vez), devendo ser igual
para todas as bandas analisadas. O valor final de intensidade relativa é
correspondente ao sinal gerado por cada banda. Por se tratar de numeros
essencialmente arbitrarios, os dados gerados pelo programa s6 fazem sentido no
contexto do conjunto de picos selecionados para a analise e somente no gel que esta
sendo analisado, ndo possuindo unidade e nem permitindo extrapolagcées (FERREIRA
T. et al.,, 2012). O objetivo da utilizacdo do programa foi comparar as bandas de
producdo de proteina nas diferentes condicfes testadas e entre si. Para a analise

estatistica desses dados, foi utilizado o software Statistica 5.0.

4.3 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE EM E. coli
BL21

A estratégia da adicao da calda de poli-histidina na proteina recombinante, teve
como objetivo facilitar as etapas finais da purificagdo. A calda de poli-histidina
possibilita a purificagdo por cromatografia liquida de afinidade utilizando coluna de
niquel por se ligar a este metal com eficiéncia. Desta forma, proteinas contaminantes

sdo eluidas primeiro durante a lavagem da coluna, sem que ocorram perdas
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significativas da proteina recombinante. O resultado final é a obtengédo de um produto
concentrado e com alto grau de pureza.

O fato da maior parte da proteina expressa estar em corpusculos de incluséao
também auxilia o processo de purificacdo, uma vez que com o rompimento celular
estes sao facilmente solubilizados em tampao de solubilizacdo. Sendo assim, € obtida
uma fracao livre da maior parte das proteinas contaminantes provenientes da E. coli.

As etapas do processo sao resumidas na FIGURA 12.

4.3.1 CULTIVO DA E. coli BL21 TRANSFECTADA

A producdo da proteina recombinante para posterior purificacdo foi realizada
em Erlenmeyers de dois litros com um litro de meio LB com antibioticos.

Um criotubo do banco de células foi descongelado e inoculado em frasco
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio de cultivo seletivo (Cloranfenicol 25
mg/L e Ampicilina 100 mg/L), incubado em agitador rotativo a 37°C, 180 rpm por 15
horas, para a obtencéo do pré-indculo.

Esse pré-in6culo foi adicionado a 900 mL de meio de cultivo seletivo
(Cloranfenicol 25 mg/L e Ampicilina 100 mg/L), incubado em agitador rotativo a 37°C
(x 1°C), 180 rpm e sua absorbancia foi monitorada a cada hora por espectrofotbmetro
a 600 nm. Para zerar o espectrofotbmetro, foi utilizado meio LB.

Quando o cultivo atingiu absorbancia de 0,8 foi adicionado o indutor de
expressao (IPTG 0,3 mM) e a fermentacao foi conduzida por mais 3 horas (conforme
tépico 4.2.5.1). Uma aliquota de 2 mL foi armazenada para aplicar em gel SDS-

PAGE, conforme descrito no topico 4.2.5.1.
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Fermentagédo e Expresséao

(E.coli BL21 + pAE + DifB)

Centrifugacéo

Lavagem do pellet
com PBS

Centrifugacéo - ~
. Fracéao
Tampéao de ressuspensédo

Rompimento celular - Sonicagéo

(5 ciclos de 20 segundos)

Centrifugacgéo
Tampéao de solubilizac&o

Rompimento celular - Sonicagéo

Fracao
Insoluvel

(5 ciclos de 20 segundos)

Cromatografia de Afinidade
Retirada de LPS

FIGURA 12 — ETAPAS DE EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE.

4.3.2 PURIFICACAO DA PROTEINA - PRE-COLUNA

Para a realizacao da cromatografia e purificacdo da proteina, algumas etapas
de pré-coluna séo necessarias. No fluxograma (FIGURA 12) sdo dadas as sequéncias
das etapas. Desta forma, o cultivo induzido (tépico 4.3.1) foi centrifugado a 5.000 g,
4°C por 10 minutos para a sedimentacdo da biomassa. Para a retirada de restos de
meio de cultivo presente no pellet, o sedimento celular foi ressuspenso em PBS pH
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7,2 esterilizado e novamente centrifugado nas mesmas condi¢des. Este procedimento
foi realizado por mais duas vezes. O sedimento celular obtido foi armazenado a 4°C
no proprio frasco de centrifuga (500 mL) até a proxima etapa de purificacao.

Depois de lavado, o pellet foi ressuspenso em 10 mL de tampéo fosfato (20
mM Na,HPO,, pH 8,0) passou por quatro ciclos de sonicacdo de 20 segundos, com o
mesmo tempo de intervalo em banho de gelo. Em seguida, o tubo contendo o material
lisado foi centrifugado a 15.000 g e 4°C por 10 minutos para a precipitacdo de
corpusculos de incluséo.

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 10 mL de
tampao de solubilizacdo (20 mM Na,HPO,4, 500 mM NaCl, 6 M de ureia, pH 8,0) e um
novo ciclo de sonicacdo e centrifugacdo foi realizado. O sobrenadante obtido foi
armazenado a 4°C e foi denominado de fracdo clarificada. Uma aliquota de 2 mL foi

armazenada para aplicar em gel SDS-PAGE, conforme descrito no tdpico 4.2.5.1.

4.3.3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Utilizou-se uma coluna pré-empacotada HisTrap FFTM 5 mL (GE
Healthcare™), com resina de niquel, que possui afinidade pela cauda de poli-histidina
presente na proteina recombinante.

A purificagdo foi realizada em sistema automatizado AKTA purifier 100 GE
Healthcare™. Os protocolos foram adaptados segundo recomendacdes do fabricante,
com o fluxo de 5 mL/min. O equilibrio da coluna foi feito com 5 volumes de coluna
(VC) do tampéo de ligacdo. Em seguida, a fracdo clarificada foi injetada (25 mL) e a
coluna foi lavada com o tampédo de ligacdo até que a absorbancia em 280 nm
alcancasse a linha de base novamente. A eluigéo foi realizada utilizando imidazol 500
mM por ter maior afinidade com o niquel que a calda de poli-histidina. Desta forma, o
imidazol desliga a proteina recombinante da resina de uma s6 vez, concentrando a
proteina. Todos os tampdes utilizados na purificagdo continham ureia para garantir
que a proteina recombinante estivesse solubilizada e ndo precipitasse na coluna.

Para evitar a presenca de contaminantes, um gradiente de eluigéo foi realizado

com 5 VC entre o tampéao de ligacdo e o tampé&o de eluicdo. As fragdes coletadas e
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analisadas foram: néo ligado, lavagem (15 mL/cada) e eluicdo (5 mL/cada). As etapas

da cromatografia estédo descritas na TABELA 5.

Apoés a cromatografia, 150 pL de cada fracdo foram mantidos a -80°C para

posterior dosagem do teor de proteina total (BRADFORD, 1976) e analise do perfil de

proteinas por SDS-PAGE (tépico 4.2.5.1).

TABELA 5 — ETAPAS DA PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Etapa Tampédo utilizado Volume

Composicao

Amostras
coletadas

Equilibrio da coluna Tampéo de ligagao 5vC

Injecdo da amostra Tampéao de ligacado 25 mL

Lavagem da coluna Tampéo de ligagao Até que a
absorbéncia
em 280 nm
alcancasse a
linha de base

novamente
Eluicéo Gradiente entre o 5VC
tampdao de ligacéo e de
eluicdo

20 mM NazHPO4, 500
mM cloreto de sdédio, 6
M ureia, 5mM imidazol,,
Ditiotreitol (DTT) 2mM
pH 7.4

Tampdo de ligacdo —
20 mM NazHPO,4, 500
mM cloreto de sddio, 6
M ureia, 5 mM imidazol,
Ditiotreitol (DTT) 2mM
pH 7.4

Tampédo de ligacdo —
20 mM NazHPO,4, 500
mM cloreto de sédio, 6
M ureia, 5 mM imidazol,
Ditiotreitol (DTT) 2mM
pH 7.4

Tampédo de eluicdo —
20 mM NazHPO,, 500
mM NaCl, 6 M ureia,
500 mM imidazol,
Ditiotreitol (DTT) 2mM
pH 8.0

NA

NL — ndo ligado

L1 elL2 - Lavado 1
e Lavado 2

E1l a E8 - Eluicdo
coletados de 5 em
5mL

FONTE: o Autor (2014).

4.3.4 REMOCAO DE ENDOTOXINAS COM TRITON X-114

A remocdo de endotoxinas (lipopolissacarideos, LPS) foi realizada utilizando-se

o detergente Triton X-114, detergente catidnico, na concentracdo de 1% v/v. Apos a

adicao do detergente a amostra foi incubada a 4°C por 30 minutos, levada ao banho-

maria a 37°C por 10 minutos e centrifugada a 20.000 g 15 minutos 4°C. A fase

aguosa, contendo a proteina recombinante foi removida e armazenada em novo tubo.

Este processo foi repetido duas vezes. Nova dosagem da proteina foi realizada pelo

método de Bradford (1976), conforme tépico 4.3.5.
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4.3.5 DOSAGEM DA PROTEINA RECOMBINANTE

A concentracdo de proteina foi dosada pelo método Bradford, (1976). A
metodologia aplicada foi baseada no protocolo do fabricante (Sigma). As leituras das
microplacas de fundo em U foram realizadas no leitor de ELISA (Epoch biotec modelo
1303016). A curva padrao foi realizada com albumina (Sigma na concentracao de
0,02 mg/mL).

4.4 SEQUENCIAMENTO DO PLASMIDEO COM INSERTO E DA PROTEINA DE
INTERESSE

4.4.1 SEQUENCIAMENTO DO DNA PLASMIDIAL E INSERTO

Ambas as fitas (foward e reverse) do inserto (sequéncia de DNA da subunidade
B da toxina diftérica) foram sequenciadas no equipamento ABI PRISM-3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Os resultados obtidos foram comparados com
sequéncias em banco de dados BLAST (NCBI) para confirmar que o fragmento

correto foi amplificado.

4.4.2 ESPECTROMETRIA DE MASSA

A banda de proteina obtida por gel SDS-PAGE foi digerida com tripsina
(Promega) pelo método adaptado de Shevchenko et al. (1996). Apos incubacédo a
37°C/20 horas, a amostra hidrolisada foi misturada numa solugdo matriz HCCA —a-
cyano-4-hydroxycinnamic acidll, e pipetada na placa de MALDI onde permaneceram
até completa secagem em temperatura ambiente. O espectro de massa (MS) foi
adquirido utilizando o espectrofotdmetro MALDI-TOF/TOF Autoflex 11 (Bruker
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Daltonics, Alemanha). Picos foram analisados com o software FlexAnalysis 3.0

(Bruker Daltonics).
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5 RESULTADOS

5.1 CLONAGEM DA SUBUNIDADE B DA TOXINA DIFTERICA POR PCR

5.1.1 CULTIVO DO C. diphtheriae PARA EXTRACAO DE DNA

O cultivo de C. diphtheriae foi realizado por 72 horas para o crescimento da
bactéria. Na coloracdo de Gram foram visualizados bacilos Gram positivos em forma
de clava com arranjos que lembram letras chinesas confirmando o aspecto
caracteristico de C. diphtheriae. Também foi possivel observar que o cultivo se

apresentava livre de outros microrganismos contaminantes (FIGURA13).

FIGURA 13 — FOTOMICROGRAFIA DO CULTIVO DE C. diphtheriae.
FONTE: o autor.

A qualidade do DNA extraido de C. diphtheriae esta representada na
eletroforese em gel de a 1% (FIGURA 14).

A absorbancia em 260 e 280 nm, assim como a relagdo 260/280 nm, do DNA
extraido estdo representadas na TABELA 6. A concentragcdo de DNA obtida,
calculada pela formula descrita no topico 4.1.2, foi de 270 pg/mL e a pureza obtida foi
de 60%.



62

TABELA 6 — TABELA DA ABSORBANCIA, CONCENTRAGCAO E PUREZA DE DNA.

Aszgo (150) Aszeo (150) DNA] (ug/mL) Angeo/Anggo

C. diphtheriae | 0,178 0,108 270 pg/mL 0,607

FONTE: o autor (2014).

1 kb DNA Ext.

FIGURA 14 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 1% DA EXTRAGCAO DO DNA DO C.
diphtheriae. LEGENDA: COLUNA 1 - MARCADOR DE MASSA MOLECULAR DE 1 KB; COLUNA 2 - DNA

EXTRAIDO DO MICRORGANISMO.
FONTE: o autor (2014).

Os produtos de PCR (FIGURA 15) ficaram entre os marcadores de massa
molecular de 1636 e 1018, ou seja proximo a 1018pb.

O desenho dos primers e a reacdo de PCR resultaram na obtencdo da
sequéncia de interesse com alto grau de pureza. Conforme observado na eletroforese
em gel de agarose dos produtos de PCR, nao foi evidenciada a amplificacdo de
sequéncias inespecificas por apresentar somente uma banda, na regido entre 1018 e

1636pb, indicativo de que se trata da sequéncia de interesse (1046pb).
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FIGURA 15 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% CONTENDO OS PRODUTOS DE PCR. A
SETA INDICADA O FRAGMENTO CLONADO POR PCR. Legenda: 1kb — marcado de massa
molecular, CN — controle negativo, D — DNA extraido da difteria.

FONTE: o autor (2014).

5.2 TRANSFECCAO EM CELULAS HOSPEDEIRAS

5.2.1 PREPARO DAS CELULAS QUIMIOCOMPETENTES E PREPARO DO
PLASMIDEO

Na busca de clones transformados (contendo o plasmideo pAE) obteve-se a
18 colbnias, nominadas de pAE 1 a pAE 18. Nove delas foram escolhidas para
analise, por eletroforese em gel de agarose, visando verificar a presenca do
plasmideo (FIGURA 16). A coldnia de numero 11 (indicada pela seta) foi escolhida
aleatoriamente para o cultivo e extracao do plasmideo pAE. As demais colbnias foram

congeladas.
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Colobnias transformadas

kb pAE ol 4 5 8 10 11 12 13 14 15

FIGURA 16 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DO SCREENING DAS COLONIAS COM O
PLASMIDEO INSERIDO. A SETA INDICA A PRESENCA DE PLASMIDEO.
FONTE: o autor (2014).

O protocolo de choque térmico mostrou-se eficiente na insercao do plasmideo
na célula hospedeira (FIGURA 16). Apresentou apenas uma banda de 3000 pb,
utilizado como controle positivo no gel.

O produto de digestédo do plasmideo com as duas enzimas de restricdo (BamHI
e Hindlll) (FIGURA 17) apresentou aproximadamente 3000 pares de base. A
diferenca de migracdo entre as amostras pAE (circular) e pAE B e pAE B/H
(digeridos) é devida a diferenca de conformacdo. A sequencia excluida € muito

pequena ndo sendo significativa para alterar o padrédo de migracdo do plasmideo



65

bp 1 Kb plus pak pAEB pAEB/H
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FIGURA 17 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DOS PRODUTOS DE DIGESTAO DO
PLASMIDEO pAE COM AS ENZIMAS DE RESTRICAO BamHI e Hindlll.

LEGENDA: 1KB PLUS — MARCADOR DE MASSA MOLECULAR DE 1kb; pAE — PLASMIDEO
CLONADO E CONTROLE NEGATICO DA DIGESTAO; pAE B — PLASMIDEO DIGERIDO COM A
ENZIMA DE RESTRICAO BamHI; pAE B/H — PLASMIDEO DIGERIDO COM AS ENZIMAS DE
RESTRICAO BamHI E HindlIl.

FONTE: o autor (2014).

A digestdo do gene clonado por PCR da subunidade B da toxina diftérica,
guando analisado por eletroforese em gel de agarose 1%, apresentou uma sequéncia
de aproximadamente 1000 pares de bases (FIGURA 18). As bandas da sequéncia

amplificadas ja digeridas estao circundadas por um retangulo.

12000

2000

FIGURA 178 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DA DIGESTAO DO GENE DA
SUBUNIDADE B DA TOXINA DIFTERICA PELAS ENZIMAS BamHI e Hindlll.

LEGENDA: 1 kb PLUS - MARCADOR DE MASSA MOLECULAR; DB - PRODUTO DE PCR
DIGERIDO PELA ENZIMA DE RESTRICAO BamHI; D B/H — PRODUTO DE PCR DIGERIDO PELA
ENZIMA DE BamHI e Hindlll.

FONTE: o autor (2014).

As eletroforeses ap06s da digestdo do plasmideo pAE e do gene da subunidade

B da toxina diftérica apresentam somente uma banda para cada amostra (FIGURAS
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17 e 18). A presenga de somente uma banda indica que o DNA esta livre de
contaminantes e na forma linear, ndo apresentando diferentes conformacgdes
(LEMMENS et al., 2003).

5.2.2 CLONAGEM DO PLASMIDEO pAE LIGADO A SUBUNIDADE B DA TOXINA
DIFTERICA

Apos transformacéo de E. coli, 100uL do cultivo foram semeados na placa de
Petri e cresceram seis coldnias transformadas com o plasmideo e o inserto.

Na eletroforese em gel de agarose a 1% do screening das colénias contendo o
plasmideo pAE e o inserto (FIGURA 19), observou-se que todas as col6nias de E. coli
BL21 transfectadas (Dif1 a Dif6) apresentaram o mesmo perfil: uma banda proxima de
3.000 pb indicativo do plasmideo contendo o inserto. No controle negativo (CN, E. coli
BL21) esta banda ndo aparece, evidenciando a eficacia da transfeccéo. A coldnia trés

foi escolhida, de forma aleatdria, para a extragdo do plasmideo.

pb 1Kb E coli pAE Dif1 Dif2 Dif3 Dif4 Dif5 Dif6
Plus

12000
5000

2000

1000
850
650
500

FIGURA 19 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DO SCREENING DAS COLONIAS APOS
TRANSFORMACAO. LEGENDA: 1 KB PLUS - MARCADOR DE MASSA MOLECULAR; E. coli - O DNA
EXTRAIDO DE E. coli SEM pAE; pAE - PLASMIDEO SEM INSERTO EXTRAIDO E PURIFICADO; D1 AO D6 - O
DNA EXTRAIDO DAS SEIS COLONIAS QUE CRESCERAM EM PLACAS COM MEIO LB SELETIVA APOS
TRANSFECGCAO COM pAE E INSERTO.

FONTE: o autor (2014).
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5.2.3 REACAO DE LIGACAO DO PLASMIDEO E O INSERTO

A eletroforese em gel de agarose 1% do produto de digestdo do plasmideo
pAE com inserto, das colénias nominadas Dif 3 e Dif 6 (obtidas no tépico 5.2.2)
apresentaram uma banda de 1046pb FIGURA 20 - seta indica o produto esperado).
Os trabalhos foram entdo conduzidos utilizando-se o plasmideo da colonia Dif 3 para
0s cultivos da bactéria, assim com a expressao da proteina recombinante.

A dupla digestao realizada com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll para o
plasmideo pAE e para o inserto (subunidade B da toxina diftérica) ndo apresentou
qualquer modificacdo no padrao de migracdo do DNA, porque somente alguns pares
de bases foram retirados das sequéncias. Com a digestdo do plasmideo pAE,
observou-se somente uma banda na regido de aproximadamente 3.000pb,

evidenciando que o plasmideo se encontrava na forma linear.

pb  1Kb PAE Dif3 Dif6
B/H BH BH

3000 pb

2000 pb
1650 pb

850 pb ———

FIGURA 20 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DA DUPLA DIGESTAO DO PLASMIDEO
COM AS ENZIMAS BamHI E Hindlll EXTRAIDO E PURIFICADO DAS COLONIAS OBTIDAS NO
SCREENING DA TRANSFECC}AO.

LEGENDA:1KB PLUS = MARCADOR DE MASSA MOLECULAR; PAE B/ H = VETOR APOS A DIGESTAO COM
bamHI E hindlll; DIF 3 B / H = PLASMIDEO DIGERIDO COM bamHI E hindlll; DIF 6 B / H = PLASMIDEO
DIGERIDO COM bamH]I E hindlll.

FONTE: o autor (2014).
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5.2.4 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

5.2.4.1 CULTIVO DE E. coli BL21 TRANSFORMADA PARA PRODUCAO DE
PROTEINA RECOMBINANTE

Uma banda de superexpressao com cerca de aproximadamente 40k Da foi
observada na amostra induzida (FIGURA 21). As fracdes da proteina obtida foram

nominadas de Dif ni, para o cultivo ndo induzido e Dif i para o cultivo induzido.

kDa PM CN  Difni  Difi
50 —— i}

T, — ~
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FIGURA 181 — GEL SDS-PAGE DA EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE.

LEGENDA: PM - MARCADOR DE MASSA MOLECULAR; CN - CONTROLE NEGATIVO DA EXPRESSAO DA
PROTEINA RECOMBINANTE; DIF NI - CULTIVO DAS CELULAS TRANSFORMADASANTES DA INDUCAO; DIF
| - AMOSTRA PROVENIENTE DO CULTIVO DAS CELULAS TRANSFORMADASAPOS A INDUGAO.

FONTE: o autor (2014).

A banda de superexpressdo proxima de 40 kDa, é indicativo de que a
subunidade B da toxina diftérica esta sendo expressa, pois a mesma tem 37 kDa. Foi
verificada uma banda de menor intensidade da proteina recombinante na fragdo ndo
induzida, o que sugere que a proteina esta sendo expressa antes da inducéo, todavia,

com baixa intensidade.
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5.2.4.2 TESTE DE SOLUBILIDADE DA PROTEINA

O teste de solubilidade da proteina evidenciou a presenca de uma banda

correspondente  a proteina recombinante em ambas as fragBes, soluvel

(sobrenadante) e insoltvel (biomassa) (FIGURA 22).

P CN DFS DFI
kDa
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FIGURA 22 — GEL SDS-PAGE DA SOLUBILIDADE DA PROTEINA RECOMBINANTE.

LEGENDA: PM - MARCADOR DE MASSA MOLECULAR; CN - FRACAO INSOLUVEL DO CONTROLE
NEGATIVO; D SF - FRACAO SOLUVEL DE CELULAS RECOMBINANTES; D IF - FRACAO INSOLUVEL DE
CELULAS RECOMBINANTES.

FONTE: o autor (2014).

Foi realizado um teste com o sobrenadante do meio de cultivo (Gel SDS-PAGE
- dados ndo mostrados) para a verificacdo da secrecdo da proteina para o meio. O
resultado foi negativo, sugerindo que a proteina esta sendo expressa em corpusculos
de inclusédo, caracteristica na expressao heteréloga de E. coli. Desta forma, a maior
quantidade de proteina expressa se apresenta na forma insolavel. A fracdo solavel
geralmente possui uma quantidade maior de proteinas contaminantes provenientes
da E. coli. Quando a proteina é expressa em corpusculos de inclusdo, a toxicidade
para as ceélulas € menor, a proteina fica protegida das proteinases da célula
hospedeira e estes corpusculos sdo facilmente precipitados por centrifugacéo,
constituindo agregados praticamente livres de contaminantes da proteina
superexpressa (SAMBROOK, 2001; TERPE, 2006; GHOLIPOUR et al., 2010).

CHOIN et al. (2006) desenvolveram um sistema de producdo de proteinas
recombinantes de alto rendimento. Os autores afirmam que as proteinas super-

expressas e produzidas sob a forma de corpusculos de inclusdo, apresentam diversas
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vantagens. Dentre estas estdo os altos niveis de acimulo da proteina recombinante,
que sdo mais elevados (maior do que 25% das proteinas totais) quando comparadas
com as proteinas soluveis. Os corpusculos de inclusdo podem ser inicialmente
isolados em um estado altamente purificado e concentrados por centrifugacéo
simples, diminuindo as etapas de downstream para a remocdo de proteinas
contaminantes da célula hospedeira. Por estas vantagens apontadas acima, a fracédo

insoluvel foi escolhida para a realizacédo da purificacdo nas etapas seguintes.

5.2.4.3 RECONHECIMENTO DA PROTEINA COM ANTICORPOS ANTI-HIS6

Na FIGURA 23 é apresentado o resultado da reacdo de Western-Blot utilizando
anticorpos anti-His6. A confirmacdo da expressdo da proteina foi verificada nesta
etapa apresentando somente uma banda, sem reacfes inespecificas. Este teste &
confirmatorio para a presenca da cauda de poli-histidina, inserida para a realizacéo da

etapa de purificacdo por cromatografia de afinidade por coluna de niquel.

FIGURA 2319 — WESTERN BLOT DA FRACAO INSOLUVEL CONTRA ANTICORPOS ANTI-HIS 6.
FONTE: o autor (2014).



71

5.2.4.4 CRESCIMENTO CELULAR E PRODUCAO DE PROTEINAS

A curva de crescimento das células E. coli BL21 transformadas com o
plasmideo pAE com o gene da subunidade B da toxina diftérica esta demonstrada na
FIGURA 24 (Grafico da concentracdo celular (g/L) x tempo de cultivo). No tempo de
cinco horas, a absorbancia do cultivo da E. coli BL21 recombinante (D3) foi de 0,650,
indicativo da fase exponencial do cultivo, e por isso, o indutor (IPTG) foi adicionado.

As setas no gréfico indicam a adicdo de IPTG.
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0,300
0,250
0,200 7\ —o—C
0,150 —e—D3

0,100
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FIGURA 24 — CURVA DE CRESCIMENTO DA E.coli BL 21 TRANSFECTADA (CONCENTRAC}AO
CELULAR (g/L) X TEMPO (h).

LEGENDA: C- E O CONTROLE NEGATIVO. D3. - A BACTERIA TRANSFECTADA COM O
PLASMIDEO + INSERTO.

FONTE: o autor (2014).

Para o cultivo da célula E. coli BL21 pLysS (C -) nédo foi observada a fase lag.
Para o cultivo das células de E. coli BL21 pLysS transfectadas a fase lag foi verificada
até a terceira hora de cultivo. Apds 5 horas de cultivo a absorbancia atingiu valor de
0,650 quando foi realizada a inducdo. Apos a adicdo do IPTG no cultivo houve um
decréscimo celular, pelo desvio do metabolismo para a super expressédo da proteina

recombinante, gerando stress celular e reducao do seu crescimento (KIM, SEO, CHA,
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2003; GOPAL, KUMAR, 2013). O cultivo foi interrompido porque a produ¢cdo méxima
de proteinas foi evidenciada no tempo de 2 horas, com pouca diferenca para periodos
superiores.

As velocidades de crescimento foram de 0,488 h ™ no tempo 0 a 3 horas (fase
Lag), 0,721 h™no tempo 3 a 6 horas (fase exponencial) e 0,236 h *de 6 a 8 horas
(ap6s a inducdo com IPTG) (FIGURA 25). O controle negativo atingiu
aproximadamente 0,410 g/L e o cultivo recombinante 0,360 g/L ao final do tempo de

cultivo.

0,000

0:00:00 1:12:00 2:24:00 3:36:00 4:48:00 6:00:00 7:12:00 8:24:00
-0,500
-1,000
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-2,000 —0— Média C-

—0— Média D3
-2,500
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In da Concentragao Celulaar

-3,500
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FIGURA 25 — VELOCIDADE DE CRESCIMENTO DA E.coli BL 21 TRANSFORMADAS.
LEGENDA: C- E O CONTROLE NEGATIVO. D3 A BACTERIA TRANSFORMADA.
FONTE: o autor (2014).

A andlise da expressdo de proteinas por gel SDS-PAGE esta indicada na
FIGURA 26. Foi possivel observar o aumento da producdo de proteina, de acordo
com o tempo de coleta, apds a inducdo. A banda da proteina recombinante esta

indicada pela seta.
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FIGURA 26 — AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TEMPO DE INDUCAO NO PERFIL DE EXPRESSAO
DA PROTEINA RECOMBINANTE.

LEGENDA: PM - MARCADOR MASSA MOLECULAR; CN - CONTROLE NEGATIVO; DIF NI - PERFIL DE
PROTEINAS ANTES DA INDUCAO; DIFI 1H a DIFI 3H - PERFIL DE PROTEINA APOS 1 HORA, 2H E 3 H DE
INDUCAO, RESPECTIVAMENTE.

FONTE: o autor (2014).

A maior expresséo da proteina recombinante foi atingida em trés horas apés a
inducdo com IPTG e nao houve diferenciacdo da expressdo das outras proteinas

presentes no cultivo.

5.2.4.5 OTIMIZACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Os resultados de todos os experimentos de inducdo das fracdes soluvel e
insolavel foram submetidos a eletroforese em gel de SDS-PAGE (FIGURA 28 e 29).
As bandas da proteina recombinante estdo apontadas por uma seta.

Na fracdo soluvel (FIGURA 27), é possivel observar que nas condicfes
testadas existe uma grande variacdo na expressao da proteina. Os experimentos 5,
10 e 11 (31°C, 0,5 mM de IPTG e 3 h) sdo que apresentam maior concentracao da
proteina recombinante (37k Da). As outras bandas presentes no gel sdo provenientes

de proteinas da célula hospedeira, uma vez que se trata da biomassa sonicada.
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PM 1 2 345 6 7 83 1011 12

FIGURA 27 — GEL SDS-PAGE DA EXPRESSAO EM DIFERENTES CONDIGOES DA FRAGAO
SOLUVEL DA PROTEINA RECOMBINANTE (37 kDa).

FONTE: o autor (2014).

PM 1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12
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FIGURA 20 — GEL SDS-PAGE DA EXPRESSAO EM DIFERENTES CONDICOES DA FRAGAO
INSOLUVEL DA PROTEINA RECOMBINANTE.

FONTE: o autor (2014).

Em todos os experimentos do planejamento experimental (FIGURA 28),

verificou-se pouca ou nenhuma variagdo na producdo da proteina recombinante.
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Nesta fracdo observou-se menor intensidade nas bandas de proteinas provenientes
do cultivo, por que a grande maioria das proteinas presentes da E. coli sdo sollveis.

A avaliacdo pelo software Image J mostrou que para a fragcdo soluvel as
maiores respostas foram para os experimentos 5, 10 e 11 (31°C, 0,5 mM de IPTG e 3
h) e para a frac&o insollvel, pouca variagéo foi observada.

A analise estatistica da TABELA 7 gerou o grafico de contorno, o diagrama de
Pareto e a analise da variancia (ANOVA) para cada uma das fracbes (soluvel e
insolivel da proteina recombinante). Nesta analise, a significancia das condi¢des
testadas foi obtida através do p-valor. O p-valor pode ser considerado como 0 menor
valor do nivel de significAncia para o qual rejeitamos a hipdtese de que ndo ha
diferenca significativa entre os niveis dos fatores, ou seja, se o nivel de significancia
proposto para o teste for menor que o p-valor a hipétese ndo deve ser rejeitada, entao

existe diferenca significativa para o nivel especificado.

TABELA 7 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA ANALISE DOS EFEITOS DA
CONCENTRACAO DE IPTG, TEMPERATURA E TEMPO DE INDUCAO SOBRE A EXPRESSAO DAS
FRACOES SOLUVEIS E INSOLUVEIS DA PROTEINA RECOMBINANTE

Experimento Temperatura | IPTG mM Tempo de | Fracdo Fracéo
°C Inducdo (h) | Solavel Insolavel
1 25 0,1 2 2099698 491678
2 25 0,5 4 2523870 1705577
3 25 0,9 3 1845870 1943406
4 31 0,1 4h 3662062 6345497
5 31 0,5 3h 4945891 2391820
6 31 0,9 2h 3198648 2391355
7 37 0,1 3h 910506 3951891
8 37 0,5 2h 770092 1916234
9 37 0,9 4h 1168335 3013062
10 (C) 31 0,5 3h 4267770 1539870
11 (C) 31 0,5 3h 4189062 1658284
12 (C) 31 0,5 3h 3029406 1714284

FONTE: o autor (2014).

O diagrama de Pareto (FIGURA 29) mostra o efeito dos fatores estudados
como a concentragcédo de IPTG, temperatura e tempo de inducdo sobre a expressao
da proteina recombinante na sua fracdo soluvel. A fragcdo solluvel apresentou a
temperatura na fungdo quadratica como estatisticamente significativa dentro das

condi¢bes testadas, com o p-valor abaixo de 0,05.



76

p=,05

()TEMP(L) |
IPTGQ) |
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(2MPTG(L)

TIME(@Q) | 2713388
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Efeito Estimado (Valor Absoluto)

FIGURA 29 — DIAGRAMA DE PARETO COM AS CONDICOES DAS FERMENTACOES PARA O
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA FRACAO SOLUVEL.

LEGENDA: TEMP — TEMPERATURA, IPTG - INDUTOR, TIME — TEMPO.

FONTE: o autor (2014).

A TABELA 8 esta a andlise da variancia com os valores do p-valor calculados

pelo programa Statistica 5.0 para a fragcéo solavel.

TABELA 8 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA A FRACAO SOLUVEL.

Soma dos | Graus de | Médias

Quadrados | liberdade | Quadradas | Razéo F Raz&o p
(1)Temperatura (L) 2,18E+12 |1 2,18E+12 |5,093672 |0,073636
Temperatura (Q) 1,17E+13 |1 1,17E+13 |27,30997 |0,003393
QIPTG (L) 3,62E+10 |1 3,52E+10 |0,082016 |0,786071
IPTG(Q) 3,63E+11 |1 3,63E+11 |0,846928 |0,399647
(3)Tempo (L) 2,76E+11 |1 2,76E+11 |0,642479 |0,459196
Tempo(Q) 3,16E+10 |1 3,16E+10 |0,073625 |0,796977
(1) Temperatura L+Q 1,39E+13 |2 6,95E+12 |16,20182 |0,006533
(QIPTG  L+Q 3,98E+11 |2 1,99E+11 |0,464472 |0,653103
(3)Tempo L+Q 3,07E+11 |2 1,54E+11 |0,358052 |0,715607

LEGENDA: F — RAZAO ENTRE A VARIABILIDADE DAS AMOSTRAS E A VARIABILIDADE DENTRO DA
AMOSTRA, P — NIVEL DE SIGNIFICANCIA NO INTERVALO DE PROBABILIDADE ESCOLHIDO (5%).

Na analise da variancia do experimento, modelo polinomial de 2° ordem,
(FIGURA 29) pode-se verificar pela avaliacdo do p-valor (a = 0,05) que nao houve
diferenca significativa para os fatores em 1° ordem e para dois fatores em 2° ordem,
mas apresentou diferenca significativa para o fator temperatura de 2° ordem. Desta

forma, a temperatura influencia positivamente o cultivo, ou seja, quanto maior a
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temperatura, melhor serd a expresséo de proteinas. O R? para a fracdo soltvel foi de
0,799.

Na FIGURA 30 esta grafico de contorno das superficies que € confirmatorio
para a observacdo acima. O Unico fator testado que influencia a producdo de

proteinas recombinantes pelo cultivo é a temperatura e de forma positiva.
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FIGURA 30 — GRAFICOS DE CONTORNOS DAS FERMENTAGCOES PARA O PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL DA FRACAO SOLUVEL.
FONTE: o autor (2014).
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Pode-se observar que a temperatura nos niveis testados, -1 e +1 ou para o
ponto central apresenta resposta estatisticamente diferente, dentro do grau de
confianca. As respostas nos niveis -1 e +1 sdo iguais, mas diferentes do ponto
central. Assim, a temperatura apresentou variancia dentro das condi¢cdes testadas,
sendo a condicao 6tima proxima do ponto central (grafico de contorno A - FIGURA
30). A superficie de resposta da fracdo soluvel confirma o diagrama de Pareto e a
analise da variancia, pois as variaveis tempo e concentracdo de IPTG nado séo
estatisticamente significativas, pois quando analisadas (linearmente L ou de forma
quadratica Q), os valores de p foram todos superiores a 0,05. A melhor condigédo de
cultivo foi detectada no ponto central do experimento, ou seja, com temperatura de
31°C, concentracdo de IPTG de 0,5 mM de IPTG e tempo de 3 h.

O diagrama de Pareto (FIGURA 31) e a analise da variancia (TABELA 9)
mostram que para a fracdo insoluvel da proteina nas condi¢des testadas, nenhuma
das condi¢cbes apresentou significancia estatistica. Para nenhum dos fatores o p-valor
foi abaixo de 0,05. O R? obtido para a fracdo insoltvel foi de 0,899. A andlise da
variancia confirma essa observacdo. Assim, producdo de proteinas na forma de

corpusculos de incluséo, ndo é afetada por nenhuma das variaveis na faixa testada.

(3)TIME(L)

IPTG(Q)

(1)TEMP(L)

TEMP(Q) §

(2)IPTG(L)

TIME(Q)

0,0 0,5 1,0 1,5 20 25 3,0
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

FIGURA 31 — DIAGRAMA DE PARETO COM AS CONDICOES DAS FERMENTACOES PARA O
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA FRACAO INSOLUVEL.
FONTE: o autor (2014).



TABELA 9 - TABELA ANOVA DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA FRAGCAO INSOLUVEL.

Soma dos | Graus de | Médias

Quadrados | liberdade | Quadradas | Razdo F | Razéo p
(1)Temperatura (L) 3,75E+12 |1 3,75E+12 |3,700653|0,112393
Temperatura (Q) 3,01E+12 |1 3,01E+12 |[2,97573 |0,145118
(2)IPTG (L) 1,97E+12 |1 1,97E+12 |1,950096 | 0,221403
IPTG(Q) 5,33E+12 |1 5,33E+12 |5,264819|0,070252
(3)Tempo (L) 6,54E+12 |1 6,54E+12 |6,463226|0,051749
Tempo(Q) 2,61E+11 |1 2,61E+11 |0,25801 |0,633099
(1)Tempreratura L+Q 6,76E+12 |2 3,38E+12 |3,338192|0,119993
(2)IPTG L+Q 7,3E+12 2 3,65E+12 |3,607458|0,107201
(3)Tempo L+Q 6,8E+12 2 3,4E+12 3,360618 | 0,118848

5.3 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

79

5.3.1 CULTIVO DA E. coli BL21 TRANSFECTADA, ETAPAS PRE-PURIFICACAO E
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Na etapa pré-coluna verificou-se grande quantidade de proteina expressa com

aproximadamente 40 kDa, confirmando o sucesso da expressao pois a sequéncia de

interesse possui 37kDa (FIGURA 32 - indicado pela seta).

kDa PM

S1 82

FIGURA 32 — ELETROFORESE EM GEL SDS-PAGE DO CULTIVO DA E. coli BL21 RECOMBINANTE
APOS IMPULSOS DE SONICACAO.
LEGENDA: PM — MARCADOR DE MASSA MOLECULAR, S1 E S2 — AMOSTRAS DA SONICACAO
DA BIOMASSA DO CULTIVO. FONTE: o autor (2014).
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A concentracdo de proteina das amostras obtidas apds os ciclos de sonicacdo
da biomassa foram de 1.300 pg/mL e 1.100 pg/mL, respectivamente.

A purificacdo por cromatografia liquida de afinidade da fracdo clarificada em
coluna de niquel esta representada na FIGURA 33. A eletroforese em gel de SDS-

PAGE demonstra as fragbes obtidas na fase de purificacao.

PM NL L1 L2 L3 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 EB

FIGURA 33 - ELETROFORESE EM GEL SDS-PAGE DO PROCESSO DE PURIFICAGAO DA

PROTEINA EM COLUNA HIS Trap FF.

LEGENDA: PM - MARCADOR DE MASSA MOLECULAR; NL - AMOSTRA QUE DURANTE A INJECAO NAO SE
LIGOU A COLUNA (NAO-LIGADO); L1, L2, L3 -FRACOES DE LAVAGEM DE COLUNA; E1, E2, E3, E4, E5, ES,
E7 E E8 - ELUICAO FRACOES.

FONTE: o autor (2014).

A primeira fragdo, denominada NL, corresponde a fragdo “ndo ligada” a coluna,
obtida no momento da inje¢cdo da amostra. As fracBes L1 e L2 sdo as aliquotas
coletadas durante a lavagem da coluna com tampéo de ligacdo. As fracoes E1 a E8
sdo as amostras coletadas da elui¢cdo da proteina da coluna (5 mL). As concentragdes
de proteina (ug/mL) foram de 538,64 e 618,44 para L1 e L2. As fracdes eluidas (E4 a
E8) tiveram concentracdes variaveis de 80,33 a 595,58 mg/mL (TABELA 10). As
fracbes foram reunidas em um pool, e denominada proteina purificada com

concentracéo final de 418 pug/mL.
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TABELA 10 - FRACOES ELUIDAS DA CROMATOGRAFIA POR AFINIDADE DO CULTIVO
SONICADO EM TAMPAO DE RESUSPENSAO.

Fragdes do | SONICAD |\, L1 L2 E4 E5 E6 E7 E8
purificado O

Concentraca

0 . de 1.300,000 | 657,75 | 538,64 | 618,44 | 332,83 | 595,58 | 326,16 | 176,81 | 80,33
proteinas

(mg/L)

FONTE: o autor (2014).

Cada amostra possui 5 mL, a quantidade total de proteinas expressas por litro
de cultivo foi de 3,483 mg. A expressdo protéica foi eficiente, evidenciando uma
concentracdo de 418 mg/L apds o processo de purificagdo.

5.3.2 REMOCAO DE ENDOTOXINAS COM TRITON X-114

As amostras pos-coluna apresentaram concentracdo de proteina de 380 mg/L
apO0s o0 processo para remocdo de endotoxinas (LPS). A perda de proteina no
processo de retirada de LPS foi de cerca de 9%. Essa amostra, livre de pirogénios,
pode ser utilizada para os testes subsequentes de inoculacdo em animais e a
verificagdo da imunogenicidade.

A expressao proteica e 0 processo de purificacdo se apresentaram eficientes. A
concentracdo da fracdo clarificada (pellet do cultivo recombinante sonicado) foi de
1.300 mg/L. Levando-se em consideracdo que a concentracdo de proteina heteréloga
expressa por E. coli é de aproximadamente 25% do total de proteina da biomassa
(CHOIN et al., 2006), a concentracdo de proteina expressa foi de 43,33 mg/L. A taxa
de recuperacdo da proteina foi de 33%, com rendimento final de 348 mg/L, que esta
de acordo com a literatura (NASCIMENTO et al., 2010).
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5.4 SEQUENCIAMENTO DO DNA PLASMIDIAL E DA PROTEINA DE INTERESSE

5.4.1 SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO DO GENE CLONADO POR PCR
INSERIDO NO PLASMIDEO pAE

A sequéncia obtida do gene clonado por PCR inserido no plasmideo pAE
apresentou 1026 nucleotideos. Quando comparado no geneBank com a base de
dados BLAST (NCBI), resultou em 99 correspondéncias com 99% de identidade e E-
valor de 0,0 para “Corynebacterium diphtheriae strain DIFT020 diphtheria toxin (tox)
pseudogene, partial sequence” depdsito no. V01536.1. Quanto menor o valor de E, ou
quanto mais proximo estiver de zero, maior € a correspondéncia entre a sequéncia e
a base de dados. O resultado foi de correspondéncia com a sequéncia B da toxina
diftérica, do Corinefago beta. A sequéncia obtida pela analise esta representada na
TABELA 11.

TABELA 11- SEQUENCIA OBTIDA DO PLASMIDEO COM O INSERTO.

AATGCATAAAATCTTGATTGGGATGTCATAAGGGATAAAACTAAGACAAAGATAGAGTCT
TTGAAAGAGCATGGCCCTATCAAAAATAAAATGAGCGAAAGTCCCAATAAAACAGTATCT
GAGGAAAAAGCTAAACAATACCTAGAAGAATTTCATCAAACGGCATTAGAGCATCCTGAA
TTGTCAGAACTTAAAACCGTTACTGGGACCAATCCTGTATTCGCTGGGGCTAACTATGCG
GCGTGGGCAGTAAACGTTGCGCAAGTTATCGATAGCGAAACAGCTGATAATTTGGAAAAG
ACAACTGCTGCTCTTTCGATACTTCCTGGTATCGGTAGCGTAATGGGCATTGCAGACGGT
GCCGTTCACCACAATACAGAAGAGATAGTGGCACAATCAATAGCTTTATCGTCTTTAATG
GTTGCTCAAGCTATTCCATTGGTAGGAGAGCTAGTTGATATTGGTTTCGCTGCATATAAT
TTTGTAGAGAGTATTATCAATTTATTTCAAGTAGTTCATAATTCGTATAATCGTCCCGCG
TATTCTCCGGGGCATAAAACGCAACCATTTCTTCATGACGGGTATGCTGTCAGTTGGAAC
ACTGTTGAAGATTCGATAATCCGAACTGGTTTTCAAGGGGAGAGTGGGCACGACATAAAA
ATTACTGCTGAAAATACCCCGCTTCCAATCGCGGGTGTCCTACTACCGACTATTCCTGGA
AAGCTGGACGTTAAT

5.4.2 ESPECTROMETRIA DE MASSA DA PROTEINA RECOMBINANTE

Os espectros MS/MS foram combinados e submetidos a buscas utilizando o
programa Mascot. Esta analise identificou a sequencia obtida como a cadeia A, com a

estrutura refinada da toxina diftérica em 2.3 angstroms de resolugdo, com base de
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dados NCBInr (numero de acesso NCBI: gi576189), com score de 52, com massa
molecular nominal (M,) de 58304, pl calculado de 5,93 e taxonomia corinefago beta. A
sequéncia da proteina teve correspondéncia com outras sequéncias descritas na
TABELA 12.

TABELA 12 - CORRESPONDENCIAS DA SEQUENCIA OBTIDA NA ESPECTROMETRIA DE MASSA
DA PROTEINA RECOMBINANTE

gi|576190 Corynephage beta
0i|1633500 Corynephage beta
0i|1633501 Corynephage beta
0i|2982136 Corynebacterium diphtheriae
0i|11513699 Corynebacterium diphtheriae
0i|11513700 Corynebacterium diphtheriae
0i|157830805 Corynephage beta
gi|157833808 Corynephage beta

FONTE: o autor (2014).
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6 DISCUSSAO

Para o desenvolvimento de uma vacina recombinante é importante definir as
varias ferramentas como a estratégia de clonagem, de expressdo, o processo de
purificagéo, entre outros. No presente trabalho, o sistema de expressao foi escolhido
visando utilizar um vetor ndo comercial para posterior produgdo do imundgeno
industrialmente. A sequéncia do gene, contendo a informacdo da proteina da
subunidade B da toxina diftérica foi clonada com o pareamento dos iniciadores
desenhados especificamente para a realizacdo do presente trabalho. Foram excluidos
0s 579 pb iniciais da sequéncia da toxina, por se tratar da por¢cao que possui atividade
toxica. Ficou evidente o sucesso do desenho dos primers e do protocolo de clonagem
por PCR. Esse resultado também foi confirmado pelo sequenciamento do plasmideo
contendo o inserto. A sequéncia clonada por PCR e inserida no plasmideo teve 99%
de similaridade a subunidade B da toxina diftérica (nUmero de acesso NCBI:
0i576189).

O vetor escolhido (pAE 2800 pb) foi desenvolvido a partir da unido do vetor
pET3-His (novagen, Madison, WI, EUA) com o sistema de expressdo pRSET
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (RAMOS, 2004). O vetor pET resulta na expresséo
regulada e quando induzida, produz altos niveis de proteinas recombinantes. Contém
o promotor T7 e gene de resisténcia a ampicilina, importante para a selecdo das
colbnias transformadas e como agente de pressao para a manutencdo do plasmideo
na célula hospedeira. Além disso, utiliza a origem de replicagdo de BR322DNA.
Realiza a expressdo com um tag de afinidade de 6 residuos de histidina consecutivos
(6XHis-tag) que permite a purificacdo por cromatografia de afinidade (RAMOS, 2004).
Ja o sistema de expressdo pRSET codifica um peptideo lider com os 12 primeiros
aminoacidos do gene T7 e possui um tag de afinidade de 6 residuos de histidina
também. Possui um sitio de clivagem por enteroquinase localizado entre o peptideo
lider e o sitio de clonagem. Assim, a proteina recombinante e o tag de afinidade
podem ser desconectados. Este aspecto € particularmente importante em proteinas
imunologicamente ativas, pois ha varios relatos na literatura de alteracdes
conformacionais pela presenca do tag de histidina (RAJ et al., 2000; HARDER et al.,
2001; HUANG et al., 2008). A cauda de poli histidina também é interessante para a
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confirmacéo da expressdo da proteina recombinante por anticorpos monoclonais ou
por reacao enzimatica.

A construcdo deste vetor foi realizada visando a expressdo de proteinas
heter6logas em E. coli para a obter de grande quantidade de proteinas
recombinantes. Este sistema possui a capacidade de producdo de varias copias do
plasmideo e a origem de replicagdo do DNA pUC19 que confere maior dose-efeito do
DNA (SILVA, 2004; RAMOS, 2004). Pelas vantagens apresentadas pelo plasmideo
pAE, varios trabalhos utilizam-no para a producéo de proteinas heterélogas (RAMOS,
2004; SILVA, 2005; GIL et al., 2013). Silva, 2005 utilizou este vetor para produzir
proteina recombinante de Leptospira interrogans em E. coli obtendo 10 — 12 mg/mL.
Também GIL et al., 2013 realizaram a clonagem da toxina butolinica utilizando o vetor
pAE e o sistema de expressdo de E. coli. Os autores desenvolveram um gene
quimérico fusionando a subunidade B da toxina butolinica e o0 gene BoNT sorotipos C
e D. Os resultados sugerem que a proteina obtida é forte candidata para a producéo
de uma vacina recombinante capaz de imunizar contra o butolismo.

A origem de replicacdo do vetor pAE é em E. coli. Este microrganismo possui
seu metabolismo e genética bem conhecidos, sendo assim, muito utilizado para a
expressao de proteinas heterdlogas. A bactéria cresce rapidamente, sendo um cultivo
barato para a producdo de proteinas sob a forma de corpusculos de inclusdo, com
alto rendimento. A producéo de proteinas recombinantes em corpusculos de inclusao
promove o alto nivel de acumulo citoplasméatico de proteina (cerca de 25% das
proteinas totais) e podem ser isolados facilmente através de ruptura celular seguido
de centrifugacédo simples diminuindo as etapas de downstream (CHOIN et al. 2006).
As proteinas recombinantes produzidas geralmente encontram-se protegidas da acao
de proteases. Estas caracteristicas possibilitam sua utilizacdo para a producao de
diversas moléculas recombinantes (BANEYX, 1999; SCHUMANN, FERREIRA, 2004,
JANA, DEB, 2005; CHOIN et al., 2006). Porém, algumas dificuldades séo encontradas
no emprego desse microrganismo, como no processamento por traducdo. Em
proteinas imunogénicas, o correto dobramento da proteina (folding) esta relacionado
com suas propriedades antigénicas. A E. coli ndo realiza modificacdes poés-
transcriniconais. Desta forma, é utilizada preferencialmente para a expressédo de
proteinas de origem bacteriana (WANG et al., 2005). Outra desvantagem na utilizacéo

da E. coli, € a presenca de endotoxinas (LPS), que possuem propriedades
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pirogénicas em mamiferos. Para contornar essa desvantagem, apos a producdo da
proteina recombinante, uma etapa de purificacdo para a remocao desses LPSs deve
ser adicionada ao processo. Apesar das desvantagens esta célula hospedeira ainda é
considerada um excelente sistema de clonagem (FERREIRA, 2004; TERPE, 2006).
Um exemplo da utilizacdo do sistema de expressdo em E. coli foi o desenvolvimento
de uma vacina recombinante para um novo virus da gripe de H7N9, que circulou por
toda a China em 2013. Para tal, a proteina recombinante de NP-M1-HSP60, uma
fusdo da nucleoproteina de matriz M1 da cepa A/PR/8/34 (H1N1) do virus da gripe e o
HSP60, foi clonada e expressa em E. coli. Esta proteina se apresenta uma candidata
para o desenvolvimento de uma vacina contra a gripe H7N9 (YANG et al., 2013)

Da mesma forma, genes que codificam proteinas de superficie de Leptospira
interrogans Copenhageni preditas como potenciais ativos vacinais foram amplificados
a partir do DNA gendémico por PCR e clonados num sistema de expressao de E. coli.
As proteinas recombinantes parcialmente purificadas foram testadas por Western-blot
e dezesseis proteinas foram reconhecidas pelos anticorpos presentes no soro
humano podendo ser utilizada como proteinas imunogénicas ou em kits diagnésticos
(GAMBERINI et al., 2005).

As cepas de E. coli utilizadas neste trabalho (E. coli DH5alfa e BL21 DE3
pLysS), foram escolhidas pela capacidade de replicacdo do plasmideo gerando
multiplas copias e pela expresséo de proteinas heterélogas em grande quantidade. A
E. coli DH5alfa foi projetada para a clonagem e subclonagem. E capaz de aumentar a
estabilidade de insercdo e melhorar a qualidade do plasmideo. Apresenta grande
rendimento e qualidade na replicacdo de plasmideo devido a mutacdo endAl.
Possuem também estabilidade de insercao superior pela mutacao recAl. Ja a E. coli
BL21 foi utilizada pela capacidade de expressao de grande quantidade de proteina
heterdloga e pela regulacédo da expressao por IPTG. A presenca do plasmideo pLysS
inibe a polimerase T7 que melhora o controle transcricional e reduz o vazamento de
expressao (Invitrogen, 2014).

No presente trabalho ambas as estirpes apresentaram crescimento com a
presenca do inserto conforme verificado em gel de eletroforese (FIGURA 20), e
mesmo apos o cultivo e producao de banco celular, as cepas mantiveram o plasmideo

inserido quando testadas.
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Varios trabalhos utilizam a BL21(DE3) pLysS, como sistema de expressao de
proteinas (LI et al., 2013; VRUSHABHENDRAPPA, 2014). LI et al.,, 2013 que
clonaram o gene pBD142 do peptideo porcina b defensina 1, por sua atividade
antimicrobiana. A sequéncia foi clonada por RT-PCR utilizando o sistema de
expressdo E. coli BL21(DE3) pLysS. A pBD142 recombinante apresentou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e de E. coli, incluindo E. coli multi—
resistentes. Vrushabhendrappa et al.,, 2014 também utilizaram E. coli BL21 DE3
pLysS para o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra. A regiao
truncada de glucoquinase (r-glk) do gene de B. abortus S19 foi clonada e expressa.
Animais imunizados apresentaram protecéo, sem sinais de necrose e vacuolizacao de
tecido do figado e baco.

Com relacdo a difteria e a vacina triplice bacteriana, trabalhos vém sendo
desenvolvidos para o desenvolvimento de vacinas de subunidade (AMINIAN et al ,
2007; KHRUSTALEVA et al. 2015). AMINIAN et al., 2007 desenvolveram a vacina
contra tétano, difteria e coqueluche realizando a fusédo de trés antigenos vacinais: o
fragmento C da toxina tetanica, a porcdo nao-téxica da toxina diftérica e a subunidade
S1 da pertussis. O objetivo do trabalho foi produzir uma vacina com somente um
processo de cultivo capaz de conferir imunidade as 3 doencas (AMINIAN et al , 2007).

Na mesma linha de pesquisa, a sequéncia SF23, que corresponde ao peptideo
de ligacdo ao receptor celular da toxina diftérica (residuos 508-530), foi sintetizado. O
soro de pessoas infectadas com C. diphtheriae foi testado frente a proteina
recombinante, resultando na interacdo dos anticorpos anti-difteria e a proteina SF23.
Os autores mostraram que o fragmento proteico apresenta-se como potencial ativo
vacinal contra C. diphtheriae (KHRUSTALEVA et al. 2015).

Como o objetivo fim do presente trabalho foi o desenvolvimento de uma vacina
recombinante de subunidade, algumas questdes devem ser levadas em
consideracdo. As vacinas de subunidades podem ser produzidas com proteinas,
polissacarideos ou conjugados de proteina-polissacarideos. A tecnologia visa a
apresentacdo de um antigeno ao sistema imune, sem particulas virais ou bacterianas
nao imunogénicas para a patologia em questdo. Desta forma, utilizam uma proteina
especifica e isolada do patdégeno ao qual se deseja conferir a imunidade. Ele pode
conter um ou Vvarios epitopos antigénicos do organismo patogénico. Uma

desvantagem desta tecnologia € a possibilidade das proteinas isoladas desnaturar e,
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consequentemente, induzir a producao de diferentes anticorpos, que néo irdo conferir
imunidade frente ao patdogeno. Porém, com a utilizacdo de adjuvantes vacinais esta
desvantagem pode ser minimizada (MORT, 2013). No mundo todo ja se faz uso de
vacinas de subunidades com resultados mais seguros, com a reducdo de efeitos
colaterais e menor nuamero de atendimentos decorrentes a vacinacdo
(SCHATZMAYR, 2003).

As vacinas de subunidades ja utilizadas nas campanhas mundiais sdo a
hepatite B, a vacina pertussis acelular (aP) e a vacina da gripe. A vacina pertussis
acelular contém a toxina pertussis inativada (proteina). A vacina € obtida pelo cultivo
do patdgeno. A toxina de pertussis € detoxificada por processo quimico (formaldeido)
e purificada. Algumas vacinas desenvolvidas mais recentemente, ja fazem a utilizacéo
de técnicas de genética molecular, transformando a molécula da toxina em um
epitopo nao toxico, tal qual ocorre com as vacinas para gripe e da hepatite B (MORT,
2013).

Diversos trabalhos foram desenvolvidos utilizando a toxina diftérica, suas
subunidades ou mutantes como foco na producdo de proteinas imunogéncias
(LEONG et al.,1983; ZDANOVSKY AG et al.,1992; JOHNSON N et al.,, 1997,
LOBECK K, et al.,1998). Outras véarias tentativas foram realizadas visando
desenvolver uma vacina de subunidade recombinante para a difteria, capaz de
conferir imunidade duradoura e com menor incidéncia de efeitos colaterais. Porém,
ainda ndo existe no mercado mundial uma vacina recombinante para difteria (LEONG
et al.,1983; ZDANOVSKY AG et al.,1992; JOHNSON N et al., 1997; LOBECK K, et
al.,1998).

Para tal, a clonagem do fragmento A da toxina diftérica em E. coli K12 foi
realizada, visando suas propriedades imunoldgicas. LEONG et al.,1983 realizaram a
transfeccéo do gene codificador da toxina em E. coli, visando a producado da proteina
para a utilizacdo como potencial. Em outros trabalhos, a subunidade B da toxina
diftérica foi conjugada com epitopos meningocdcicos como vacina para a toxina
diftérica e meningite (JOHNSON et al., 1997). A expressao de fragmentos da toxina
diftérica, do dominio de ligacdo ao receptor (DT 382-535) e um peptideo linear (DT
168-220) do fragmento entre a subunidade A e B, foi realizada visando a obtencéo de
vacina de subunidade (LOBECK K, et al.,1998).
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Miyagi et al. (2001) que expressaram a toxina diftérica mutante em
Mycobacterium, com o gene CRM 197 com objetivo imunogénico. Abulmagd et al.
(2013) realizaram a insercéo dos fragmentos A e B da toxina do C. diphtheriae para o
desenvolvimento de toxina recombinante.

No presente trabalho, a expressédo e purificagdo da proteina correspondente a
subunidade B da toxina diftérica foram realizadas com sucesso, conforme pode se
verificar nas figuras 22 a 34 onde sdo constatadas uma proteina de 37kDa. A proteina
foi expressa em fusdo com 6xHis para possibilitar a purificacdo por cromatografia de
afinidade em coluna de niquel. A concentracdo de proteina expressa foi de 43,33
mg/L com taxa de recuperacdo da proteina de 33% e rendimento final de 348 mg/L
que estd de acordo com a literatura (NASCIMENTO et al., 2010). Nascimento et al
(2010) expressaram a subunidade B da toxina recombinante em E. coli obtendo niveis
elevados de proteina. Obtiveram rendimento de 380 mg/L, similar ao presente
trabalho, porém grande parte das proteinas expressas, estavam na forma insolavel,
segundo os autores, provavelmente pela expressao em corpusculos de inclusdo. No
entanto, no presente estudo, pela utilizacdo da ureia em todos os tampdes, a proteina
se manteve sollvel durante todo o processo.

A subunidade B da toxina diftérica é capaz de interagir com a membrana
celular via receptores e realiza a internalizacdo de moléculas para o citoplasma
celular. Estas caracteristicas fazem com que seja muito visada como carreadora de
drogas. Moléculas grandes, ou com dificuldade de permeacdo da membrana séo
conjugadas com a subunidade B para facilitar o aporte das mesmas para as células.
Um mutante ndo téxico da toxina da difteria (CRM 197) é uma proteina veiculo muito
utilizada, principalmente em vacinas. Por mais de uma década, varias vacinas
glicoconjugadas com a CRM 197 foram amplamente utilizada contra doencas graves,
incluindo Haemophilus influenzae tipo b e doenca pneumocaécica. A CRM 197 possui
outras aplicagdes como na quimioterapia conjugada com moléculas antineoplasicas
(BROKER et al 2011).

Dentro desta mesma utilizacao, Urieto et al., 2004 descrevem a expressao da
toxina diftérica recombinante marcada para leucemia mieléide aguda, obtendo cerca
de 25 mg/L da proteina de interesse ap0s etapa de purificacao.

Também pelas caracteristicas acima descritas da subunidade B, existe a

utiizacdo da mesma como sistema permeador de drogas na Dbarreira
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hematoencefélica. Fragmentos da toxina diftérica ligada a célula T foram clonadas
visando a permeacéao celular, devido a grande capacidade de permeacao da toxina
diftérica em quase todas as células eucariotas (COLOMBATT et al.,1986; CHEN, LIU.
2012).

Desta forma, a proteina clonada e expressa possui uma infinidade de
aplicacbes devido as suas caracteristicas imunogénicas e de transporte de moléculas

através da membrana celular, podendo ser posteriormente exploradas.



91

7 CONCLUSAO

No presente trabalho, produziu-se uma proteina heteréloga, com concentracéo

de 418 pug/mL, com potencial imunogénico contra C. diphtheriae. Esta proteina € uma

alternativa viavel industrialmente para a producdo de vacina de subunidade

recombinante contra difteria, por utilizar um vetor de expresséo ndo comercial (pAE).

a)

b)

d)

f)

9)

h)

C. diphtheriae foi cultivado em frascos Erlemeyer de 250 mL com 100 mL de
meio de cultivo, durante 72 h, 180 rpm e a 37°C, e produziu biomassa para a
extragdo do DNA (270 ng/uL).

O gel de agarose do produto de clonagem da subunidade B da toxina diftérica
apresentou banda correspondente a sequéncia de interesse (1046 pb) e a
concentracdo do DNA obtida apés purificacédo foi de 250 ng/uL.

O produto da PCR e o plasmideo pAE apls reacdo de ligacdo, foram
transfectados em E. coli. A eficacia da ligacédo ficou evidente no gel de agarose
da dupla digestdo do plasmideo ligado ao inserto, com a liberacdo do inserto
(banda préxima a 1.000 pb).

A célula hospedeira (E. coli BL21) se mostrou capaz de expressar
satisfatoriamente a proteina recombinante de interesse.

O método de purificacdo da proteina recombinante por cromatografia liquida de
afinidade com coluna de niquel demonstrou ser um 6timo método para a
purificacdo. Foi obtida uma amostra com alta pureza de proteina recombinante
e com a recuperacao de uma média de 418 pg/mL.

As melhores condicbes de expressao da proteina recombinante foram 31°C,
0,5 mM de indutor (IPTG) e 3 horas de inducéo.

A remocao de endotoxinas na amostra de proteina recombinante purificada foi
realizada, sem grandes perdas da proteina durante o processo (380 pg/mL),
com recuperacao de 33%.

A confirmacdo da identidade do inserto por sequenciamento do plasmideo
ligado ao inserto também deu positiva, com 99% de similaridade a subunidade
B da toxina diftérica.

A identidade da proteina foi confirmada por SDS PAGE (banda proxima a 37
kDa) e por MALDI-TOF.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

O objetivo do presente trabalho foi a expressao da proteina recombinante. O
objetivo foi alcancado com similaridade de 99% com a subunidade B da toxina
diftérica. Porém, ainda € necessaria a verificacdo da imunogenicidade em testes in
vivo, para confirmar seu potencial como vacina, sendo desta forma uma proteina
imunologicamente ativa, capaz de conferir anticorpos de protecdo contra o C.

diphtheriae.
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