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RESUMO

Streptococcus pneumoniae ¢ um importante patdgeno de pneumonia e meningite.
Atualmente, as vacinas disponiveis no Brasil para essas doengas se baseiam em polissacarideos
capsulares (CPS), que induzem a resposta imune timo-dependente. Porém, tais vacinas tém alto
custo de producdo o que resulta em baixa cobertura vacinal. Vérias proteinas pneumocdcicas
foram identificadas como potenciais candidatas a vacina, como a proteina A de superficie
pneumococica (PspA), particularmente a proteina A de superficie do pneumococo do clado 4
(PspA4Pro). Esta, se mostrou capaz de induzir anticorpos com alta reatividade cruzada entre as
diferentes PspA, ou seja, ¢ uma candidata com maior chance de cobertura vacinal. Para a
produgdo dessa proteina em larga escala a custos menores, que viabiliza criagdo de vacinas com
potencial de mercado, bactérias como Escherichia coli sdo os sistemas de expressdo heterdloga
de PspA4Pro bastante comuns. Uma vez que a proteina PspA ¢ produzida intracelularmente, ¢é
necessario o rompimento celular e/ou permeabilizagdo da célula para sua recuperacdo, seguida
por etapas de purificacdo e seguranca biologica para entdo sua aplicacdo clinica. Dentre os
processos de rompimento celular, pode-se empregar compostos anfifilicos (tensoativos) como
agentes de ruptura celular alternativos e eficazes para a permeabilizacdo e recuperagdo de
proteinas recombinantes intracelulares de E. coli sem dano funcional. Neste trabalho, avaliou-se a
aptiddo de compostos tensoativos na recuperacdo de PspA4Pro de células recombinantes de E.
coli, a saber: cloreto de tributil-1-tetradecilfosfonio  ([Ps4414]Cl), brometo de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB), Dodecil sulfato de sodio (SDS) e polioxiletileno p-t-octil fenol
(Triton X-114). Para tanto, uma por¢ao de biomassa de E. coli BL21(DE3) pET37b foram
homogeneizados em solugdes aquosas (0,25 mol.L™") dos tensoativos durante 1 h, a 25°C e 50,0
RPM em agitador orbital. Em seguida, o extrato foi clarificado e o sobrenadante incubado em
tampao de Laemmli 2:1 (v/v) com B-mercaptoetanol e, em seguida, aplicadas em eletroforese
desnaturante (5% e 12% (m/m)) SDS-PAGE. Como controle positivo da extracao de proteinas foi
aplicado um método mecanico por sonda de ultrassom (US). Os géis foram revelados pelo
corante Coomassie Brilliant Blue e escaneados pelo GelDoc® XR+ BioRad®. Os resultados
mostraram que a adi¢ao dos tensoativos carregados [P444.14]Cl e CTAB e o tensoativo ndo-ionico
Triton X-114 foram eficazes para recuperar a PspA4Pro, permitindo sua pré-purificagdo. Assim,
o método de permeabilizacdo celular empregando tensoativos pode ser um processo

potencialmente eficaz para a recuperagdo de proteinas recombinantes.

Palavras-chave: Pneumonia; Proteina A de Superficie Pneumocécica (PspA); Vacina;

Extra¢ao; Purificacao; Proteina Recombinante; Surfactantes I6nicos.



ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is an important pathogen of pneumonia and meningitis.
Currently, vaccines available in Brazil for these diseases are based on capsular
polysaccharides (CPS), which induce a thymus-dependent immune response. However, such
vaccines have a high production cost, which results in low vaccine protection. Pneumococcal
proteins were identified as potentially cross-linked protein to the vaccine, especially the
pneumococcal surface protein A (PspA), particularly, pneumococcal surface protein A for 4™
clade, PspA4Pro, that proved be capable of producing high reactivity between the different
PspA is, since it is a candidate with a greater chance of vaccine coverage. For the production
of this protein on a large scale at lower costs, which makes it possible to create vaccines with
market potential, bacteria such as Escherichia coli are the very common heterologous
expression systems of PspA4Pro. Once the PspA protein is produced intracellularly, cell
disruption and/or cell permeabilization is necessary for its recovery, followed by purification
and biological safety steps for its clinical application. Among the cell disruption processes,
amphiphilic compounds (surfactants) can be used as alternative and effective cell disruption
agents for permeabilization and recovery of intracellular recombinant proteins of E. coli
without functional damage. In this work, the ability of surface-active compounds to recover
PspA4Pro from recombinant FE. coli biomass was evaluated, namely: tributyl-1-
tetradecylphosphonium chloride ([P444.14]Cl), hexadecyltrimethylammonium bromide
(CTAB), sodium dodecyl sulfate (SDS) and polyoxylethylene p-t-octyl phenol (Triton X-
114). For that, a portion of E. coli BL21(DE3) pET37b biomass was homogenized in aqueous
solutions (0.25 mol.L'l) of the surfactants for 1 h, at 25°C and 50.0 RPM in an orbital shaker.
Following, the extract was clarified and the supernatant was incubated in Laemmli buffer 2:1
(v/v) with B-mercaptoethanol and then applied in denaturing electrophoresis (5% and 12%
(w/w)) SDS- PAGE As a positive control of protein extraction, a mechanical method by
ultrasound probe (US) was applied. Gels were developed by Coomassie Brilliant Blue stain
and scanned by GelDoc® XR+ BioRad®. The results showed that the addition of the charged
surfactants [P44.414]Cl and CTAB and the non-ionic surfactant Triton X-114 were effective in
recovering PspA4Pro, allowing its pre-purification. Thus, the cell permeabilization method
employing surfactants can be a potentially effective process for the recovery of recombinant

proteins.

Keywords: Pneumonia; Pneumococcal Surface Protein A (PspA); Vaccine; Extraction;
Purification; Recombinant Protein; Surface Active Ionic Compounds.
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1. INTRODUCAO

Streptococcus pneumoniae € um importante patégeno causador de pneumonia,
bacteremia, sepse € meningite. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), estas estio
entre os maiores problemas de satde publica do mundo, de maior incidéncia e mortalidade
em paises subdesenvolvidos, acometendo especialmente individuos imunocomprometidos,

idosos com mais de 65 anos e criangas de até 5 anos (FIGUEIREDO, 2014).

As vacinas pneumocdcicas disponiveis atualmente sdo constituidas de polissacarideos
capsulares (CPS) livres ou conjugados a proteinas carreadoras, que os transforma em
antigenos que induzem mudanca da resposta imune timo-independente para timo-dependente.
Porém, as vacinas utilizadas possuem, além do alto custo, uma baixa cobertura vacinal de
sorotipos — a S. pneumoniae possui cerca de 91 diferentes sorotipos, e as vacinas atuais
cobrem até 23 sorotipos, evidenciando a necessidade de ampliagdo desta cobertura
(OLIVEIRA et al., 2012). Em 2013, de acordo com dados do Programa Nacional de
Imunizagdo, o Ministério da Saude adquiriu 11 milhdes de doses da vacina PVC10 ao custo
unitario de R$33,01. E em agosto de 2016, dados da Lista de Precos ¢ Medicamentos
(CMED) demonstram que a vacina PCV13 e a PPSV23 tiveram como custo unitério,
respectivamente, R$155,35 ¢ R$43,64 para o Sistema Unico de Satde (ALEXANDRE,
2016).

No Brasil ja ha investigacdo para o desenvolvimento de vacina pneumococica conjugada
de CPS a proteinas do proprio pneumococo, as quais permitiriam aumentar a cobertura
vacinal (FIGUEIREDO, 2017). Embora o polissacarideo capsular forme uma variedade de
sorotipos, as proteinas de superficie sdo menos variaveis. Dentre estas proteinas, se destaca a
Proteina A de Superficie do Pneumococo (PspA), que possui importante fator de viruléncia,
conferindo resisténcia ao pneumococo contra os tratamentos existentes, sendo este

medicamentoso, com antimicrobianos e demais medicagdes para alivio de sintomas.

Embora a producdo de vacinas seja ainda bastante desafiadora, a complexidade da
obtencdo estd relacionada com as etapas de purificacdo dos componentes de uma vacina,
variando de 20% a 80% do custo total do produto (FIGUEIREDO, 2014). Estas etapas
assumem extrema importancia no processo de manufatura das mesmas, uma vez que uma
purificacdo adequada enriquece o produto da molécula de interesse e elimina componentes

indesejados, e principalmente, porque a alta pureza das vacinas ¢ uma exigéncia dos 6rgaos
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regulatorios. Para tanto, considerando que o antigeno de interesse ¢ produzido de forma
intracelular em Escherichia coli recombinante, o primeiro passo apos a producao consistira
na sua extrac¢do. Tradicionalmente, esta ¢ realizada por ultrassom, ou homogeneizador de alta
pressdo, duas técnicas de rompimento celular mecanico com capacidade de romper diversos

tipos celulares, sejam Gram positivos ou Gram negativos (VITOLO, 2015).

A possibilidade de métodos alternativos de rompimento celular que permitam permeagao
seletiva e evite a degradacdo das biomoléculas ¢ interessante por agregar efeitos extrativos
em uma unica etapa, podendo diminuir a quantidade de contaminantes presentes. Para tal,
alguns estudos se utilizam de solu¢des aquosas de surfactantes anfifilicos monitorando sua
capacidade de recuperar a proteina do ambiente intracelular sem causar dano estrutural ou
funcional significativo na biomolécula de interesse. Estudos comparativos sobre as
metodologias de rompimento celular utilizando surfactantes (MARTINS et al., 2018),
demonstraram que os tensoativos catidnicos podem ser utilizados como metodologia efetiva
no rompimento da membrana celular de E. coli, pois possuem longas cadeias alquilicas
capazes de desestruturar a membrana. Neste caso, a carga eletronegativa do anion consegue
atrair parcialmente os elétrons envolvidos nessa ligacdo, neutralizando a carga positiva do
tensoativo e reduzindo a polaridade do mesmo, o que consequentemente reduz a solubilidade
em agua dos tensoativos cationicos (DALTIN, 2011). A membrana celular sofre expansao de
sua bicamada lipidica, permitindo permeabilizacdo celular pelo surfactante e liberando seu

material intracelular.

A utilizacdo dos surfactantes i0nicos torna o processo mais sustentavel e seguro, visto que
contrariamente aos processos que utilizam solventes organicos volateis, ndo ha a emissdo de
compostos organicos potencialmente téxico ou contaminantes para a atmosfera (ORR et al.,
2015), sendo assim ambientalmente mais favordveis. Ainda comparando processos de
purificacdo iniciais, 0 método mecanico demanda maior tempo de processamento, geralmente
com alto consumo de energia e maior risco alteragdes funcionais ou espaciais das
biomoléculas. O trabalho de Martins et al. (2018), demonstra a boa capacidade do surfactante
cationico cloreto de tributil-1-tetradecilfosfonio ([P44.4.14]Cl) na liberacdo de proteina verde
fluorescente (GFP) do meio intracelular de células de E. coli, com indices melhores que os

métodos de extracdo ultrassonica.

Adicionalmente, os surfactantes podem ser utilizados ainda na formagdo de sistemas

micelares de duas fases aquosas (SDFA), os quais podem ser plataformas alternativas e de
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baixo custo para a separagdao e purificagdo de proteinas. Particularmente, a adi¢ao de
surfactantes i6nicos na formacao de SDFA permite controlar o equilibrio hidrofilico-
lipofilico das micelas, sendo facilmente integrados nas mesmas se adicionados acima da
concentracdo micelar critica (CMC). Este processo, aliado ao controle da temperatura,
possibilita a recuperacao seletiva da proteina de interesse a partir do lisado celular, no qual as
biomoléculas sdo fracionadas entre as duas fases, uma das quais enriquecida com a

macromolécula-alvo, neste projeto a proteina PspA (MARTINS et al., 2018).

Considerando a capacidade dos surfactantes catidnicos no rompimento de células E. coli,
(MARTINS et al., 2018) e a possibilidade de integragdo com etapas posteriores de extragao e
purificacdo da GFP utilizando SDFA (DOS SANTOS et al., 2018), o presente projeto teve a
finalidade de estudar e testar a aplicacdo de SDFA na extragdo da proteina PspA heterologa
advindas da biomassa de E. coli. Este trabalhou visou reduzir ndo somente o custo final da
vacina, mas também, aperfeicoar técnicas para ampliar sua aplicagdo, visando maior

cobertura vacinal para os sorotipos patogénicos do pneumococo.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Streptococcus pnemunoniae e proteina A de superficie do pneumococo

O patdgeno bacteriano S. pneumoniae ¢ uma diplococo Gram-positivo, encapsulado,
anaerobico causador de doengas de alta morbidade e mortalidade, como por exemplo, otite
média aguda, pneumonia, meningite e sepse. Isolado pioneiramente em 1881 por Louis
Pasteur e George Sternberg, o pneumococo vem sendo um dos microrganismos mais
estudados desde entdo (MORENO, 2010; ALONSODEVELASCO et al., 1995). A superficie
do pneumococo se divide em trés estruturas: a capsula polissacaridica (CPS), a parede celular
e a membrana plasmatica, representadas na Figura 1. A CPS atua como principal fator de
viruléncia da bactéria, protegendo-a da fagocitose promovida pela resposta celular dirigida
pelo sistema imune do hospedeiro. A capsula pode ter variagdes na composi¢do e estrutura

quimica, e ja foram identificados mais de 90 sorotipos (KADIOGLU et al., 2008).
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Figura 1. Representacgéo estrutural da superficie de pneumococo (Adaptado de Figueiredo, 2014).
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Fator de viruléncia ¢ uma caracteristica fenotipica envolvida com a capacidade
relativa de um microrganismo causar dano a um determinado hospedeiro. Dentre os fatores
de viruléncia dos pneumococos, tem-se as proteinas de superficie. Considerada a
macromolécula bioldgica mais abundante, uma proteina se caracteriza como um polimero de
aminoacidos, com um carbono assimétrico (carbono alfa) ligado ao grupo amino e a
carboxila. Os aminoacidos, quando se unem, sofrem rea¢do de condensacao e formam ligacao
amida, comumente chamada de ligacdo peptidica, gerando polipeptideos e proteinas
(LEHNINGHER, 2014). As proteinas de superficie que ficam ancoradas na parede

bacteriana, com parte exposta na superficie da cépsula.

A proteina de superficie A de pneumococo (PspA) ¢ um importante fator de
viruléncia presente em todos os isolados descritos de S. pneumoniae, com variabilidade
antigénica, realizando a interacdo entre o patégeno e o hospedeiro (MCDANIEL et al., 1994).
A PspA possui uma regido N-terminal, polar e negativamente carregada, repelindo as também
eletronegativas moléculas da capsula, e tal interagcdo € capaz de impedir a fagocitose da célula
bacteriana pelo hospedeiro, provando seu papel de viruléncia. A mesma regido protege o
pneumococo de morte por apolactoferrina nas mucosas — lactoferrina (glicoproteina
transportadora de ferro, liberada por leucdcitos no processo inflamatorio) livre de metais com

efeito bacteriostatico e bactericida (REN, 2004; SHAPER 2004, TAI 1993).
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De facil manipulagdo genética, a bactéria E. coli tem sido o procarioto mais
comumente utilizado para a producao industrial de proteinas recombinantes em grande
quantidade e baixo custo, quando comparada com outras plataformas de expressdao
(BAESHEN et al., 2015). Sua capacidade de acumular grande massa de proteinas em seu
interior, e suportar uma alta variacdo nas condigdes ambientais enquanto apresenta rapido
crescimento deu-lhe papel de destaque como hospedeira, por produgdo intracelular, de
proteinas recombinantes. (DEMAIN, 2009). Dentre os sistemas de expressao por inducao,
destaca-se o sistema pET como o mais utilizado para a clonagem e expressdo de proteinas
recombinantes, sendo a proteina de interesse clonada para que linhagens de E. coli sejam

transformadas com o plasmideo (SORENSEN, 2005).

2.2. Métodos de extracao

Apbs o cultivo microbiano, é necessario fazer as etapas de extragdo/purificagdo para
recuperagdo da biomolécula de interesse. O primeiro processo ¢ a clarificagdo do meio que
pode ser por centrifuga¢do ou filtragdo para separar o meio liquido da célula. Caso a
biomolécula de interesse seja extracelular o extrato recuperado segue para as proximas
operacgdes unitarias, caso contrario, ou seja, a molécula seja intracelular, ¢ necessario realizar
o rompimento/permeabilizagdo da célula (KILIKIAN, PESSOA JR, 2005). Uma série de
biomoléculas de importancia para a indistria farmacéutica e alimenticia sdo produzidos
intracelularmente ~ por  microrganismos. Assim, hd a  necessidade de
rompimento/permeabilizacdo celular para recuperar esses compostos da biomassa
microbiana. Os métodos de rompimento celular se dividem em quatro classes, descritos na
Tabela 1, sendo: métodos mecanicos, ndo mecanicos ou fisicos, quimicos e enzimaticos

(HARRIS et al., 1995).



Tabela 1. Descrigdo dos métodos de rompimento celular, adaptado de Vitolo (2015) e Kilikian e Pessoa Jr (2005).
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Classes Exemplos Vantagens Desvantagens

Possivel degradagdo das biomoléculas pelo

Ultrassom Utilizag@o de pouco solvente, menor tempo de processo
aumento da temperatura
_ ) Possiveis inconstancias nos parametros: tipo de

Homogeneizadores A alta pressao aumenta o rendimento de recuperacdo das

célula, velocidade de alimentagdo, pressao,

Métodos de alta pressao biomoléculas de interesse sem danifica-las
] temperatura e concentragdo celular
mecanicos

Moinho de bolas

Condig¢des de rompimento faceis de serem controladas

Depende da camara de rompimento ¢ tamanho

das esferas

Prensa francesa

Rompimento total da célula, extrusdo por pressao

Dificil aplicacdo em larga escala (processo com

volumes pequenos)

Métodos nido

Choque osmotico

Propicia a permeabilizagdo seletiva, liberando as moléculas

alvo

Inadequado para bactérias Gram negativas que ja

) possuem pressao osmotica interna
mecanicos __
- Congelamento / . o Processo lento, de dificil produg@o em larga
ou fisicos Ruptura celular causada pela formacao de cristais de gelo
descongelamento escala
Dissociam proteinas e lipidios da parede celular, formando Pode formar espumas, desnaturar ou precipitar
Detergentes )
Métodos poros que liberam a molécula alvo proteinas
quimicos . Meétodo simples, de baixo custo e facil ampliagdo em larga y
Solventes organicos Geragao de poluentes
escala
Inibi¢do da sintese Boa recuperagdo de biomoléculas sensiveis a temperatura, ) o
N ' N Possivel presenca de inibidores
Métodos da parede celular tensdo de cisalhamento e pressao
enzimaticos

Lise enzimatica

Facil controle do pH e da temperatura, especificidade alta para

degradacdo da parede celular

Alto custo da enzima
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Sendo possivel evitar a desnaturacdo das proteinas, sendo estas as moléculas alvo,
utilizar o método quimico com surfactantes ou detergentes para a extragdo intracelular

demonstra ser uma promissora alternativa.

2.3. Surfactantes

Surfactantes ou tensoativos sdo moléculas anfifilicas compostas por uma porgao
hidrofilica (cabeca polar) e uma por¢do hidrofébica (corpo apolar) que diminuem a tensao
superficial, o fio de moléculas coesas na superficie de um liquido. Esses compostos sdo
capazes de realizar lise celular, extragdo de proteinas da membrana e solubilizagdo de
biomoléculas. Em especial, as bactérias Gram positivas possuem suas paredes celulares mais
rigidas do que as Gram negativas, o que as torna mais dificeis de serem rompidas. Os usos de
métodos mecanicos, no entanto, podem degradar as proteinas de interesse, além de possuir
alto custo de processamento. Dessa forma, a liberagdo dos produtos intracelulares feita por
rompimento celular de método quimico, com surfactantes, pode ser uma alternativa altamente
positiva, visto que a interagdo entre os compostos anfifilicos € a membrana celular provoca a
sua expansdo e, consequentemente, permeabilizagdo e liberacdo da proteina de interesse

(VITOLO, 2015).

Os tensoativos, espontaneamente, se associam em solucdo aquosa a partir de uma
determinada concentragdo, a concentragdo micelar critica (CMC). Acima da CMC, as
moléculas do tensoativo formam grandes agregados moleculares de dimensdes coloidais,
chamados de micelas, que geralmente possuem de 60 a 100 moléculas do tensoativos. A
CMC depende da estrutura do tensoativo (tamanho da cadeia do hidrocarboneto) e das
condicdes do meio (concentracdo idnica, contra-ions, temperatura, etc) (MORAES;

REZENDE, 2004).

2.4. Rompimento celular

O rompimento celular permite que ocorra a liberagao ndo somente da molécula-alvo,
mas também fragmentos celulares contaminantes e indesejados. Entdo, apos esse processo ¢
necessario remover esses compostos indesejados usando técnicas como centrifugagdo,
filtracdo ou extracdo liquido-liquido, que aumentam o custo do processo. Biomoléculas com
aplicacdes médicas exigem alto nivel de pureza (~99%) requerendo complexos processos de
purificagdo, resultando em produtos finais caros e inacessiveis ao publico em geral. Por isso,

¢ necessario a otimizacdo e desenvolvimento de técnicas de purificacdo que sejam
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sustentaveis e com menor custo, a fim de que o processo seja realizado em larga escala

(YANG, 2011; DAS, 2014).

Assim, ap6s o rompimento celular e recuperacdo da molécula de interesse, a fim de se
extrair contaminantes com caracteristicas fisico-quimicas diferentes da molécula-alvo, pode-
se empregar a extracdo liquido-liquido composta por polimeros/tensoativos, os chamados
Sistemas de Duas Fases Aquosas (SDFA). Esses sistemas formam duas fases aquosas
imisciveis, mantendo alto teor aquoso (cerca de 75%) para garantir manutenc¢do bioldgica das
proteinas de interesse. A separacdo ¢ feita, entdo, pelas diferentes solubilidades nas fases
liquidas, considerando a massa molar, carga elétrica e hidrofobicidade, caracteristicas
superficiais das proteinas. SDFA podem ser formados com polimeros e/ou agentes
tensoativos em uma unica solugdo, e a utilizagdo de polimeros como polipropilenoglicol
(PPG) e sais como cloreto de colina ([Ch]Cl) apresentam rapida separacao de fases e maior
seletividade na separagdo das moléculas. Tais propriedades sdo excelentes para o uso
industrial, com baixa toxicidade e, por consequéncia, melhores condi¢des de manuseio e
trabalho, quando comparada aos solventes organicos - que podem ser toxicos, volateis e/ou
inflamaveis, além de inadequados para a extracdo com proteinas por promover sua
desnaturagdao (JOHANSSON, 2018; QUENTAL, 2015; ERICKSON, 2012; CHAN, 1991;
DEBENEDICTS, 2016).

No caso especifico deste tipo de sistema, a separacdo em duas fases ocorre com o
aumento da concentracdo dos surfactantes até a formagao de micelas, para entdo aumentar a
temperatura do sistema e fraciona-lo, com fase inicialmente a superior rica em proteina PspA
purificada; e fase inferior, rica em contaminantes. E esperada, portanto, a manutencdo da
estrutura da PspA com o SDFA, visto que as concentragdes dos liquidos sdo baixas e mais
adequadas para a manutencdo da estabilidade da proteina, o que ¢ capaz de evitar sua
precipitagdo ou alteracdo estrutural, as ja citadas desvantagens que podem ocorrer com o

método quimico de extracdo com surfactantes (JOHANSSON, 2008; PERSSON, 1999).

2.5. Vacinas pneumococicas

Por definicdo, vacinas sdo medicamentos imunobioldgicos que cont€ém uma ou mais
substancias antigénicas que, quando inoculadas, sdo capazes de induzir imunidade especifica
ativa, a fim de proteger contra, reduzir a severidade ou combater a(s) doenca(s) causada(s)

pelo agente que originou o(s) antigeno(s) (BRASIL, 2017).
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O processo de produgdo de uma vacina € composto por trés grandes etapas, sendo:
producao do concentrado antigénico, formulagdao e processamento final. Na primeira etapa,
sdo feitos estudos acerca do antigeno e as melhores maneiras de introduzi-lo ao organismo
humano; ja a etapa de formulacdo ha a adi¢do de conservantes (evitam sua contaminagao),
estabilizantes (impede relagdo entre os componentes), e adjuvantes (estimulam as células

imunologicas na aplicagao).

Figura 2. Fluxograma de produgéo de uma vacina.

Produgdo do Ingrediente Farmacéutico Ativo

(Etapa de rompimento celular e purificagdo)

l

Formulag3o (diluicdo e adigdo de estabilizadores)

l

Envase e rotulagem

l

Aprovacdo da Anvisa

l

Controle de qualidade

A doenga pneumocdcica apresenta variacdes epidemiologicas com o tempo e localidade
geografica, o que alerta para a necessidade um monitoramento dos sorotipos atuantes € o
padrdo de resisténcia antimicrobiana para melhor estratégia terapéutica e de controle
epidemioldgico. (YOSHIOKA et al., 2011; HAUSDORFF et al., 2000). Segundo a OMS,
estas doencas constituem um dos maiores problemas de satide publica do mundo. Estima-se
que no ano 2000 houve cerca de 14,5 milhdes de episddios de doencas graves causadas pelo

pneumococo, resultando em 826.000 mortes de criangas até 5 anos (O’BRIEN et al., 2009).

Dados da Organizagdo Mundial de Satde de 2015 estimam dentre as 5.38 milhdes de
mortes mundiais em criangas com idade inferior a 5 anos, 294.000 foram causadas por
infecgdes pneumococicas. Também, publicacdes da OMS em conjunto com o Instituto de
Métricas de Saude e Avaliagdo (IHME) estimam que, em 2017, cerca de 405.835 adultos de
50 a 69 anos morreram em todo o planeta por infec¢do respiratoria pneumococica, sendo
203.104 casos atribuidos a S. pneumoniae; ¢ em adultos acima de 70 anos, o numero de

mortes globais aumenta para 1.129.372, sendo que 456.096 casos se deram pelo mesmo
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pneumococo. Ja para meningite pneumocdcica, no mesmo ano, estimou-se que 5.395 adultos

entre 50 a 69 anos, € 4.206 acima dos 70 anos, morreram (OMS, 2019).

No Brasil, no periodo entre 2000 e 2008, a média anual de meningite pneumococica foi
de 1.218 casos, 11% dos casos de meningite bacteriana registrados no Sistema de Informagao
de Agravos de Notificacdo (SINAN), com uma média de letalidade de 30%. Neste periodo,
7.129.291 internacdes por pneumonias foram registradas, sendo 45% em criangas até 5 anos
de idade, representando uma frequéncia média anual de 2.100 interna¢des/100.000 habitantes
(Ministério da Satde — Proposta para introdugdo da vacina pneumocdcica PCV-10 no
calendario de vacinagdo da crianga), comprovando que a pneumonia € a principal razao de
hospitalizagao infantil (DATASUS). Dados de 2005 estimam que S. pneumoniae causaria
mais de 40.000 mortes anuais no pais, com mais de 300 casos de sepse, 370.000 casos de
otite média ¢ 150.000 casos de pneumonia, representando custos de mais de US$240 milhdes
(CONSTENLA, 2008). Entre 2010 e 2018, dados do SINAN estimam-se que a incidéncia
média de meningite pneumococica no pais foi em torno de 1.100 casos por ano com cerca de

30% de mortalidade.
Ha quatro tipos de vacinas sendo comercializadas internacionalmente:

a) Vacina 23-valente (PPV23) ndo conjugada, e sim, com polissacarideos livres;
b) Vacina 7-valente (PCV7) com proteina conjugada;
¢) Vacina 10-valente (PCV10) com proteina conjugada;

d) Vacina 13-valente (PCV13) com proteina conjugada.

A conjugacdo da proteina a cépsula polissacaridica, ¢ capaz de se converter de um
antigeno indutor de resposta imune timo-independente para timo-dependente, portanto, capaz
de conferir resposta imune de memoria imunologica, que garante a prote¢do vacinal

(DELVES, 2004).

2.6. Cenario regulatorio de produtos biologicos no Brasil

Em 23 de dezembro de 1976, foi publicada a Lei n° 6.360, hoje revogada, que
estabeleceu pela primeira vez que todos os produtos destinados a saide devem possuir
registro para fabricacdo, comercializacao, importagdo e distribuicdo no Ministério de Saude,
considerando como produtos bioldgicos as vacinas e soros, bem como estabeleceu as

primeiras exigéncias de Boas Praticas de Fabricagdao (BPF). Em 1995, a Portaria SVS/MS n°
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16, de 06 de margo, publicou as primeiras diretrizes de controle de qualidade, seguindo
recomendacdes da OMS. (BRASIL, 1976; BRASIL, 1995). Para tanto, tem-se a Resolucao da
Diretoria Colegiada (RDC) que ¢ uma legislacdo da Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) que determina as normas para estabelecimentos de assisténcia a saude funcionarem

com se€guranca.

Publicada em 2001, a RDC n° 134 de 13 de junho, e hoje revogada, trouxe as
principais diferencas de produc¢dao dos produtos bioldgicos em comparacdo aos produtos
farmacos-quimicos, auxiliando na validagao analitica dos produtos biologicos, considerando
sua variabilidade intrinseca e consequente degradagdo de subprodutos, exigindo maior
criticidade no cumprimento das BPF. Em 2002, foi publicada a RDC n° 80, de 18 de mar¢o
de 2002, definindo o registro para produtos bioldgicos com obrigatoriedade de apresentagdo
de estudos pré-clinicos e clinicos completos, e para revalidagdo destes mesmos registros,

deveriam ser apresentados relatdrios de farmacovigilancia (BRASIL, 2001; BRASIL, 2002).

Desde entdo, novas atualizacdes regulatorias vém surgindo, impondo maiores
exigéncias ao processo. Em 2005, a RDC n° 315, de 26 de outubro, hoje também revogada,
exigia a validacdo do processo de fabricacdo e de transporte de matérias-primas e produtos
acabados. J4& em 2010 foi publicada a RDC n° 17, de 16 de abril, atualmente vigente,
harmonizando as praticas de boas praticas de fabricacdo no Mercosul, estabelecendo os
requisitos minimos para padronizar a sua verificagdo em inspecdes sanitarias. Em coeréncia,
no mesmo ano foi publicada a RDC n° 55, de 16 de dezembro, também vigente,
estabelecendo todos os requisitos minimos para o registro de produtos bioldgicos no pais,
como os documentos € comprovagdes necessarias a serem apresentadas a Anvisa, visando

garantir a qualidade, a seguranga e a eficacia dos mesmos (BRASIL, 2005; BRASIL, 2010).

3. OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto foi estudar a extracdo do antigeno PspA4Pro utilizando
solucdes aquosas dos surfactantes i6nicos dodecilsulfato de sodio (SDS), brometo de
hexadeciltrimetilamio (CTAB), cloreto de tributil-1-tetradecilfosfonio ([P44.4.14]Cl) e também

do surfactante ndo 16nico polioxiletileno p-t-octil fenol (Triton X-114).

Para cumprir a meta principal deste estudo, definiram-se os seguintes objetivos

especificos:
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e Validar as técnicas de quantificagdo de proteinas totais, pelo método colorimétrico de
Bradford e leitura direta em UV (280nm);

e Avaliar o rompimento celular, comparando os métodos mecanicos convencionais
(ultrassom utilizando tampao fosfato) com os métodos quimicos, utilizando os quatro
surfactantes e comparando com o cloreto de potassio (controle negativo por pressao
osmotica);

e Integrar a plataforma de rompimento celular utilizando surfactantes, com uma etapa
posterior de purificagdo, utilizando SDFA;

e Avaliar a extragdo seletiva de proteinas analisando perfil de bandas em eletroforese

SDS-PAGE em condi¢6es desnaturantes.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais

A biomassa ECP510 de E. coli BL21(DE3) contendo o plasmideo pET37b
codificando o gene para expressdo da proteina recombinante PspA4Pro, foi produzida em
meio de cultura Luria-Bertani a 31°C e 150 rpm. Apds 9 horas de incubacdo e indugdo com
lactose (20 g/L), e mais 16 horas de inducdo da producdo da proteina de interesse, o pellet
resultante da centrifugacdo contendo as células e a PspA4Pro, pesando 51,3g, foram
congeladas em -80°C. A biomassa foi gentilmente cedida pela Dra. Profa. Teresa Cristina
Zangirolami do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sao

Carlos (UFSCar).

Os surfactantes i16nicos CTAB, SDS e o surfactante ndo idnico Triton X-114,
juntamente com os materiais do SDFA, sal cloreto de colina [Ch]Cl e polimero
polipropilenoglicol (PPG-400) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, US). A
solucdo branca de cloreto de sodio (NaCl) foi adquirida da Neon® (Sao Paulo, Brasil), e os
reagentes do tampao fosfato, composto por fosfato de potassio monobasico anidro (KH,POy)
e fosfato de potassio dibasico anidro (K;HPO,), foram adquiridos da Exodo® (Sdo Paulo,
Brasil) e Merck® (Darmstadt, DE), respectivamente. O surfactante i0nico [P4414]Cl foi
adquirido da Iolitec® (Heilbronn, DE), e a proteina BSA (albuma sérica bovina) da Inlab®
(Sao Paulo, Brasil).

Para o preparo de todas as solu¢des aquosas de surfactantes a 0,25 mol.L"', foi

utilizada agua ultrapurificada por sistema de purificagdo Millipore tipo Milli-Q (Belford,



26

MA), a balancga analitica Shimadzu® modelo AUY 220. Para a etapa de rompimento celular,
foi utilizado o homogeneizador horizontal North Cientifica® NH2200, a centrifuga Hettich®
Universal 320R, o ultrassom Eco-sonics® Ultronique. Para quantificagdo de proteinas, foram
utilizados o espectrofotdometro Genesys® 10S Thermo UV-Vis e o leitor de placas EnSpire®
Perkin Emer, modelo multimode plate reader. Os concentradores Vivaspin™ 6 ¢ 500 10.000

MWCO (GE Healthcare®) foram utilizados na etapa de ultrafiltragao da PspA.



Tabela 2. Caracteristicas dos solventes empregados no presente estudo.
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Nome Abreviacao Estrutura quimica Massa molecular (g/mol)
Surfactantes cationicos
o . ™ i +
Brometo de hexadeciltrimetilamonio CTAB /N\/\/\/\/\/\/\/\/ 364,45
Br
LL Cl
Cloreto de tributil-1-
tetradecilfosfonio [P444.14]Cl ‘/_/p M 435,15
Surfactante anionico
Na |0’
Sodio sulfato de dodecil SDS 0'_3_0/\/\/\/\/\/\ 288,38
0

Surfactante nao-ionico
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Nome

Abreviacao

Estrutura quimica

Massa molecular (g/mol)

1Y

Polioxiletileno p-t-octil fenol Triton X-114 537
Solucio controle
Cloreto de sodio NaCl Na’ Cl 58,44
Sais de fosfato
Fosfato de pota§510 monobasico KH,PO, 136,08
anidro
K +
ﬂ L,
Fosfato de potassio dibasico anidro KoHPO, \ /ﬂx 174,17
K+ P 5
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4.2. Preparo das solucoes

Para o rompimento celular, inicialmente, foram propostos parametros iniciais de teste
com base na metodologia para extra¢do da proteina GFP, utilizada por Martins et al., 2018.
Os parametros de razdo solido-liquido para biomassa umida-solu¢do aquosa de surfactante
extrator, temperatura, tempo de agitagdo e concentragdo de surfactante sdo: razao 1:9 (m/v),
temperatura ambiente a 25°C, 1 hora de agitagdo e concentragio de surfactante a 0,25 mol.L™.
Em etapa posterior, tais parametros deverdo ser otimizados a fim de encontrar a extragao
ideal. Logo, todos solventes utilizados no estudo foram preparados conforme esquema

abaixo:

Figura 3. Preparo das solugbes aquosas Fonte: autora.

o0 > T 0 O

Pesagem dos Adicdo de Solubilizagdo das Armazenamento das
solventes agua Milli-Q solugbes aquosas de solugbes aquosas de
surfactantes em 0,25 surfactantes em baldo

mol.L! volumétrico

4.3.Metodologia de rompimento celular

A amostra foi pesada em tubos de fundo conico para centrifuga de capacidade 15 mL
na propor¢do biomassa:solvente de 1:9 (m/m). Para o método mecanico foi empregada a
metodologia de Martins et al., 2018 modificada. Esse método foi empregado como controle.
A amostra contendo o tampdo fosfato 0,25 mol.L™' (pH 7.2), foi homogeneizada em ultrassom
a 20 kHz, em banho de gelo a 4°C a fim de evitar temperatura superior a 40°C e dificultar,
assim, desnaturagdo proteica. Foram realizados 10 ciclos de 1 min ligado/1 min desligado,

totalizando 10 minutos.

Nos métodos quimicos de rompimento celular foram utilizadas solu¢des dos
surfactantes [P444,14]Cl, CTAB, SDS e Triton X-114. Para controle negativo, utilizou-se da
solucdo de NaCl que promove rompimento celular por alta pressdo osmotica a temperatura

ambiente (25°C), homogeneizadas em agitador orbital a 50 RPM, durante 1 h (fluxograma
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abaixo — Figura 4). Posteriormente, as amostras foram clarificadas a 5000 xg, por 20 min ¢ o

sobrenadante armazenado a —20°C para posteriores analises e caracterizagao proteica.

Figura 4. Fluxograma com as etapas de rompimento celular.
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4.4.Validagao da metodologia de determinacio de proteinas

Utilizando como padrdo a albumina de soro bovina (BSA), foi feita uma curva
analitica nos comprimentos de onda de interesse para o estudo: 280 nm para o método de
leitura direta UV-VIS e 595 nm para o método colorimétrico de Bradford (BRADFORD,

1976). A seguir, a composicao da curva de calibracao (Tabela 3):

Tabela 3. Composicdo da curva de calibragdo para determinagdo de proteinas totais

Volume padrao (mL) Volume agua Milli-Q (mL) [BSA] mg/mL
0,000 2,000 0,000
0,250 1,750 0,125
0,500 1,500 0,250
0,750 1,250 0,375
1,000 1,000 0,500
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1,250 0,750 0,625
1,500 0,500 0,750
1,750 0,250 0,875
2,000 0 1,000

A determinacao de proteinas totais pelo método de leitura UV-Vis foi realizada em
espectrofotometro a 280 nm com a adi¢do da solu¢do em cubeta de quartzo (capacidade 1,0

mL) e em leitor de placas com microplacas tratadas modelo Corning® UV, #REF3635.

J& pelo método colorimétrico de Bradford, a reag¢do foi feita em tubos de ensaio em
vidro pela adi¢do de 1,5 mL do reagente de Bradford Sigma™, pronto para uso; e 50 uL de
solucdo de BSA. A solucdo homogeneizada em vortex ¢ deixada em abrigo da luz por 10
minutos seguido pela transferéncia para cubetas acrilicas analisadas a 595nm em

espectrofotometro UV-Vis e também em microplacas, modelo Corning® UV, #REF3635.

O emprego do método colorimétrico envolve a adicdo de uma solugdo 4cida do
corante Coomassie® Brilliant Blue G-250 na solu¢do de proteina. O corante se liga
primariamente aos residuos de aminodcidos bésicos e aromaticos, através de interacdes
hidrofobicas e eletrostaticas. Ocorre, entdo, a formagdo de um complexo de coloragdo azul,
alterando a cor da solugdo que ¢ medida através da absorbancia em 595 nm (MORAES,
2004). As absorbancias foram obtidas em triplicata, medidas em espectrofotometro UV/VIS,
Hitachi modelo U-2900, e leitor de placas, EnSpire® multimode plate reader, € assim, foi
calculada a curva de calibragdo. Com as quantificacdes realizadas, foram obtidos os graficos
representados nos Anexos 1 e 2, para método leitura direta em 280nm, e método

colorimétrico em 595nm, respectivamente.

Com essa relacdo (equacdo da reta) obtida, € possivel estimar a concentracdo de
proteinas de uma amostra desconhecida, como ¢ o caso da determinacdo da PspA4Pro. Foi
observado que as absorbancias obtidas leitor de placas tiveram resultados mais precisos,
principalmente a leitura a 280nm, uma vez que o reagente de Bradford poderia interagir com
os surfactantes presentes na amostra e apontar valores equivocados de absorbancia. Para

quantificagdo da PspA, entdo, foi utilizada a equacao abaixo:

Cp = ((Abszso)-X—0,0099)

03181 Equacao 1

Em que:
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Cp = concentragao de proteinas (mg/mL);
Abs280 = absorbancia medida no comprimento de onda de 280 nm.

A equagdo obtida pelo método colorimétrico de Bradford foi utilizada para
quantificagdo das proteinas na etapa de purificacdo, apds a remogao dos surfactantes e por

consequéncia sua possibilidade de interagdo com o reagente do método.

Cp = ((Abssgs).x+0,0147)

= 0.4203 Equacao I1

Em que:
Cp = concentracao de proteinas (mg/mL);
Abs595 = absorbancia medida no comprimento de onda de 595 nm.

A equacdo obtida pelo método de leitura direta UV-Vis foi utilizada para quantificar
as proteinas logo apdés o rompimento celular e extragdo das proteinas pelos agentes
empregados, agentes estes utilizados para comparar a possivel presenca de interagdes entre os

surfactantes ¢ os mesmos.

4.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE

Com as leituras realizadas, foi possivel obter a curva de calibragdo para quantificagao
de proteinas totais. A quantificagdo de proteinas totais ¢ importante para atender o limite de
resolucdo do gel disponivel. Segundo Silva Jr. (2001), gel com dimensdes a ordem de
100x100x1mm, como os deste trabalho, conseguem resolver a carga méaxima de 5,0 ug de
proteinas por unidade de pogo polimerizado. A seguir a composi¢do dos géis aplicados no

sistema descontinuo:

Tabela 4. Composigdo do gel de eletroforese SDS-PAGE.

Volumes

Composicao dos géis
Fracionador (12%) | Concentrador (5%)

Acrilamida + bisacrilamida (T = 30%, C =3%) 8,4 mL 1,5 mL

Tris-HCI 1,50 mol.L™" pH = 8,80 4,9 mL 0

Tris-HCI 1,00 mol.L™ pH=16,8 0 1,6 mL
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SDS 10% (m/v) 2mL 1,3 mL
N,N,N',N'-trametiletilenodiamino (TEMED) P.A./A.C.S. 30 uL 15 uL
Persulfato de amomio 10% (m/v) 110 uL 65 puL
Agua ultrapura tipo Milli-Q® 4,5mL 8,2 mL

TOTAL V=20 mL V=12mL

Foi padronizada uma concentragdo de 1.0 mg/mL de proteinas a para realizar a
eletroforese, e para isso, a amostra foi dissociada para desestruturar a forma quaternaria das
proteinas, rompendo as ligagdes dissulfeto e de hidrogénio entre os aminoacidos residuais, e
nesta etapa foi utilizado o tampao dissociante a base de -mercaptoetanol. Apos incubagdo da
amostra em banho fervente, foi feita a polimerizacdo dos géis na combina¢ao dos monomeros
acrilamida e bisacrilamida, que determinam a porosidade do meio. O gel inferior possui de
10% a 15% da cotada combinagdo, sendo também chamado de gel fracionador; e o gel
inferior, possui de 3% a 5% da combinacdo, sendo chamado de gel concentrador. Apods, a
corrida eletroforética ocorreu em 80V, corrente fixa de 20 mA por 2h + 100V por lh. A
revelacdo dos géis foi feita por corante Coomassie Brilliant Blue, escaneados pelo BioRad®

Molecular Imager GelDoc™ XR + Image Lab Software.

4.6. Sistema Duas Fases Aquosas (SDFA)

Os sistemas de duas fases aquosas (SDFA) consistem em duas fases imisciveis, ricas
em agua, formadas pela mistura de polimeros, sais e/ou liquidos i6nicos em meio aquoso.
Foram, entdo, definidas as seguintes propor¢des (m/m) para microtubo graduado de
centrifuga com capacidade de 2,0 mL: 45% PPG-400; 12% [Ch]CI; 10% amostra contendo
PspA4Pro e q.s.p 2,0g agua Milli-Q. Apods centrifugagcdo, as fases topo e fundo se

evidenciaram e foi feita nova eletroforese SDS-PAGE.

4.7. Ultrafiltracao

Com o concentrador Vivaspin 20 MWCO 10.000, foi realizada repetidamente (2 vezes) a
ultrafiltracdo da solug¢do pos extracdo da PspA4Pro com os surfactantes, a fim de realizar
novo SDFA e comparé-lo com os resultados obtidos. Foram adicionados 5 mL de solugdo no

concentrador e 1 mL de dgua Milli-Q, centrifugado em 5000 RPM, 25°C e 30 minutos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante — SDS-PAGE

Sua agdo consiste em um campo elétrico, no qual as particulas carregadas estao
dispersas em solugdo eletrolitica migram em direcdo ao eletrodo de polaridade oposta, através
da diferenca de potencial. A eletroforese ¢ empregada no fracionamento e caracterizagdo
qualitativa de proteinas, peptideos ou aminodcidos que possam apresentar cargas - seja por
ionizagao, dissociacao ou associacao de outras substancias carregadas -, em funcao do pH do
meio. A separacdo eletroforética depende da relagdo entre carga e peso molecular, uma vez

que alteram a velocidade de migra¢do, gerando as separagdes bem definidas.

A porosidade do gel se d& pelas propriedades de tamis molecular, ou seja, a
resisténcia que opde a migragdo das macromoléculas. As condi¢gdes desnaturantes em gel de
poliacrilamida favorecem a dissociagdo de proteinas nas subunidades polipeptidicas, ou seja,
a migragdo eletroforética dos complexos detergentes polipeptidios ocorre em relagdo ao
anodo, sendo possivel determinar a massa molecular de uma proteina a partir de sua
mobilidade relativa, comparando com solu¢ao padrao, massa molecular e banda conhecidas

(VITOLO et al., 2015).

A Figura 5 abaixo demonstra a execucao da eletroforese SDS-PAGE.
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Figura 5. Equipamentos para execugéo da eletroforese SDS-PAGE.

5.2. Rompimento celular

De acordo com Figueiredo (2014) sera adotado o tamanho da PspA4Pro como
aproximadamente 60 kDa para os proximos experimentos. Na etapa de rompimento celular,
foram feitas aplicagdes de amostras a 1,0 mg/mL (por absorbancia a 280 nm) em pogo de 10
uL no gel. A comparagdo de extracdo proteica por meio da inducdo da permeabilidade celular
foi feita com o padrao de peso molecular proteico BLUeye da Sigma™ versus os clarificados
obtidos apds A) extragdo com o solvente [P4 4.4 14]Cl; B) extracdo com ultrassom; C) extragao
de NaCl com alta pressdo osmotica; D) extragdo com solvente CTAB; E extracdo com

solvente SDS.
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Figura 6. Gel de eletroforese SDS-PAGE com: M.W.) Padréo de peso molecular proteico BLUeye da Sigma™;
A) extrato de proteina bruta apos extragdo com solvente (obtida apds clarificagdo por [P4.4,414]Cl); B) extrato de
proteina bruta apés extragdo com ultrassom;

Mw) (A @B @ (O

Ambas metodologias de extragdo (mecanica ou quimica) demonstraram serem capaz
de romper a membrana celular da E.coli e liberar a proteina de interesse PspA4Pro. Ainda, os
compostos surfactantes i0nicos demonstraram capacidade ndo apenas de extrair a PspA4Pro,
mas também diminuir a quantidade de contaminares em relagdo as outras proteinas
intracelulares, conforme eletroforese. As amostras obtidas na figura 6 que aparentam ter
menos contaminantes foram atingidas pela extracdo com os surfactantes CTAB e [P44.4.14]CL
Os géis foram revelados pelo corante Coomassie Brilliant Blue e escaneados pelo GelDoc®

XR + BioRad.

Para identificagdo das proteinas de interesse, ¢ feita a analise de perfil de bandas por
densitograma, com a abundancia relativa (%) de cada componente da amostra. Cada pico
representa um tamanho do extrato proteico em kDa, e a altura de cada pico demonstra a
abundancia relativa extrato proteico. De acordo com o tamanho estimado da PspA, foram
obtidos os valores de 32,4% de proteina PspA do método mecanico de ultrassom, com um
aumento para 68,4% com [P44.414]Cl e 89,9% com CTAB. A andlise permite observar que o
método de extracdo com surfactantes idnicos consegue alcangar uma maior abundancia
relativa da proteina alvo, conforme figuras 7 e 8, com aplicagdes de amostras a 1,0 mg/mL

(por 280 nm) em poco de 10 uL.
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Figura 7. Densitograma com perfil de bandas e analise da abundéncia relativa da banda (%) do gel de
eletroforese SDS-PAGE de: M.W.) Padrdo de peso molecular proteico BLUeye da Sigma™; A) extrato de
proteina bruta apds extragdo com solvente (obtido apés clarificagdo por [Pa4.4,.4,14]Cl); B) extrato de proteina bruta
de extragéo assistida por ultrassom.
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Figura 8. Densitograma com perfil de bandas e anélise da abundancia relativa da banda (%) do gel de
eletroforese SDS-PAGE de: C) extrato de proteina bruta apés extragdo de NaCl com alta pressdo osmodtica; D)
extrato de proteina bruta apos extragdo com solvente (obtido apés clarificagdo por CTAB); E) extrato de proteina
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bruta ap6s extragdo com solvente (obtido apds clarificagdo por SDS).

i e

8,1

A extragdo da PspA4Pro foi capaz de também minimizar os seus contaminantes
porque, de acordo com Jing et al., 2016, os surfactantes i6nicos, em especial com cadeias
alquilicas com mais de 10 carbonos, quando interagem com as membranas celulares e suas

proteinas, promovem alteragdes celulares que causam expansao e/ou permeabilizagdo dessas
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membranas, o que permite a liberagdo de seu material intracelular e ruptura celular. O
desempenho da extracdo quimica se mostra ser mais eficiente do que a extracdo por

ultrassom, que nao distingue as proteinas intracelulares (JING et al., 2016).

Através da analise da eletroforese desnaturante SDS-PAGE e de seu perfil de bandas
com sua abundéncia relativa, a concentracio de 0,25 mol.L" de agente tensoativo foi capaz
liberar seletivamente a PspA da membrana. Um estudo feito com agentes surfactantes para
liberagdo intracelular da proteina verde fluorescente (GFP) concluiu que ao utilizar
concentragdes de surfactantes igual ou menor que a sua respectiva concentracdo micelar
critica (CMC) dificulta a liberagdo do contetdo intracelular, sendo favorecida para
concentragdes superiores aos seus valores de CMC. (MARTINS et al., 2018). A diminui¢dao
da concentragdo de tensoativo utilizado na extracdo € uma interessante perspectiva futura,

pois podera diminuir os custos de producdo da futura vacina objetivo deste trabalho.

A titulo de informacdo, a tabela 5 contém os valores de CMC dos surfactantes

utilizados no trabalho (SINGH et al., 2015):

Tabela 5. Informag6es sobre os valores de concentragdo micelar critica dos surfactantes.

Surfactante Concentraciao micelar critica (CMC)
[P44.4.14]Cl 4.7 mM
CTAB 0.9 mM
SDS 8.0 mM
Triton X-114 0.2 mM

E importante destacar que nem todos os surfactantes induziram da mesma maneira
tais alteragdes na permeabilidade celular, expressa pela menor abundancia relativa da PspA
no sobrenadante do lisado com o surfactante anidnico, o SDS, provavelmente por esse
tensoativo possuir interacdes eletrostaticas repulsivas com os fosfolipidios negativamente

carregados da membrana (LIM et al., 2014).
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5.3. Sistema de duas fases aquosas (SDFA)

Como etapa posterior, foi utilizado o sistema de duas fases aquosas (SDFA) para
extrair a PspA4Pro do extrato bruto, no qual a proteina PspA4Pro ficou totalmente retida na
fase de fundo do sistema PPG-400/[Ch]Cl, conforme ilustrado no Anexo 3, sendo esta a fase

rica em [Ch]Cl e mais hidrofilica, considerando o teor de 4gua (% em peso) das fases.

Um trabalho feito com a proteina verde fluorescente (GFP) objetivando sua
recuperagdo partir de E. coli demonstrou que os sistemas compostos por PPG-400 e [Ch]Cl
possuem um excelente desempenho de extragdo, no qual a GFP foi completamente extraida
para a fase rica em [Ch]Cl (SANTOS et al., 2018), o que esta de acordo com os resultados
obtidos com a PspA.

Entende-se que as intera¢des hidrofobicas-hidrofilicas exerceram importante papel
para que a proteina particionasse para a fase com maior teor de dgua, demonstrando certo
carater hidrofilico da PspA4Pro, pois, segundo Salabat et al. (2019), as proteinas hidrofilicas

costumam ter extracao seletiva para a fase rica em sal.

A aplicacdo do SDFA para a GFP demonstrou grande capacidade de purifica-la de
proteinas contaminantes em etapa Unica, com rendimentos de pureza proximos a 100%. Tal
comportamento aparenta semelhanga com a PspA uma vez que ambas sdo hidrofilicas, pois,
ao comparar com o extrato bruto, hd menos bandas na fase de fundo, demonstrando que o
sistema foi capaz de remover contaminantes, que devem ser parecidos que migram para a

fase polimérica.

5.4. Ultrafiltracao

A etapa de ultrafiltragdo atua como um método que remove pirogénios - substancia
que aumenta a temperatura do ser humano ou animal (reagdo de febre) ao ativar o sistema
imune inato. Tal descontaminagdo gera uma purificagdo quando, previamente, houve
desagregacao das moléculas agregadas, e neste caso, houve a separagdo na extragao (PINTO

etal., 2010).

Apoés extragdo da proteina de interesse com solucdes aquosas de surfactantes, foi
formado o sistema SDFA, com homogeneizagdo e centrifugagdo. Para analise, foi feita uma
etapa a mais de ultrafiltragdo com o concentrador Vivaspin 6 MWCO 10.000, 2x para

purificar a PspA, e posteriormente formado um novo sistema SDFA, para avaliar dois
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diferentes cenarios: 1) amostra contendo PspA poés extracao; e 2) amostra contendo PspA pds

extragao ¢ ultrafiltracao.

Ambos os cendrios foram analisados por eletroforese SDS-PAGE com aplicagdo de
amostra a 1,0 mg/mL (por 280 nm) em poco de 10 uL. Na figura 09, ¢ possivel comparar a
extracado de método mecanico, por ultrassom, com a extragdo de método quimico, por

[P4.4.4.14]Cl ap6s ultrafiltragdo em unica etapa e em duas etapas seguidas.

Figura 9. Gel de eletroforese SDS-PAGE com: M.W.) Padrdo de peso molecular proteico BLUeye da Sigma™;
A-top) extrato de proteina da fase rica em PPG-400 (topo) do sistema SDFA PPG-400/[Ch]CI (obtido apds
clarificagdo por ultrafiltragdo a 10.000 kDa para remover [Pa4 44 14]Cl); A-bottom) extrato de proteina da fase rica
em [Ch]CI (parte inferior) do SDFA PPG-400/[Ch]CI (obtido apds clarificagdo por ultrafiltracdo a 10.000 kDa para
remover [P44,4,14]Cl ); B-top) extrato de proteina da fase rica em PPG-400 (topo) do SDFA PPG-400/[Ch]CI
(obtido da extragdo assistida por ultrassom); B-bottom) extrato de proteina presente da fase rica em [Ch]CI
(inferior) do SDFA PPG-400/[Ch]CI (obtido da extracao assistida por ultrassom; A*-top) extrato de proteina
concentrado da fase rica em PPG-400 (topo) do SDFA PPG-400/[Ch]CI ABS (obtida apés 2x ultrafiltracao a
10.000 kDa para remover [P44.4,14]Cl); A*-bottom) extrato de proteina concentrado da fase rica em [Ch]CI
(fundo) do SDFA PPG-400/[Ch]ClI (obtido apds 2x ultrafiltragdo a 10.000 kDa para remover [P4 4 4,14] Cl).
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Estudos com a GFP demonstraram que a ultrafiltracao realizada ap6s o SDFA, na fase
rica em [Ch]CI contendo a proteina de interesse, foi capaz de remover impurezas residuais de
baixo peso molecular, resultando em um produto altamente purificado (SANTOS et al.,
2018). Dessa forma, as bandas A* na Figura 10 demonstram que se confirmou a remocgao de
contaminantes da PspA4Pro com SDFA composto por PPG-400 ¢ [Ch]CI. E possivel notar
que hd uma minima diferenca na purificacdo da PspA4Pro utilizando somente o sistema

SDFA em comparacdo com o sistema SDFA + ultrafiltracdo, demonstrando que somente o
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sistema seria capaz de purificar a proteina, nao necessitando do processo adicional da
ultrafiltracdo e, por consequéncia, diminuindo o custo final do processo, resultado que

concorda com os obtidos para a GFP.

Ap6s os resultados obtidos com os surfactantes idnicos, foi decidido realizar o0 mesmo
teste de extragdo por método quimico da PspA com um novo agente de extracdo quimica, o
Triton X-114, um surfactante ndo i6nico, com o objetivo de avaliar a interagdo do tensoativo
com a membrana celular com a auséncia de cargas idnicas do solvente. Conforme Figura 11
abaixo, os resultados foram positivos, demonstrando que tensoativos nao-idonicos também sao

capazes de permeabilizar a membrana celular e liberar a PspA.

Figura 10. Gel de electroforese SDS-PAGE com: M.W.) Padrdo de peso molecular proteico BLUeye da
Sigma™; F) extrato de proteina bruta apds extragdo com solvente (obtida apos clarificagdo por Triton X-114.
Aplicagbes de amostras a 1,0 mg/mL (por 280 nm) em pogo de 10 uL.
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A fim de ampliar os pardmetros do estudo, foi decidido variar o tempo de extragdo
para os melhores solventes até entdo, CTAB e [P44.4.14]Cl, juntamente com o Triton X-114.
Foram testados 45, 30 e 15 minutos, respectivamente. Foram feitas aplicagdes de amostras a
1,0 mg/mL (por 280 nm) em pogo de 10 uL. Os resultados demonstraram, conforme figuras
12, 13 e 14 abaixo, que o tempo de extracdo pode diminuir sem prejuizos ao processo de

recuperagdo da PspA4Pro.
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Figura 11. Gel de electroforese SDS-PAGE com: M.W.) Padrdo de peso molecular proteico BLUeye da
Sigma™; D-45’) extrato de proteina bruta apos extragdo de 45 min com solvente (obtida apds clarificacdo por
CTAB); D-30’) extrato de proteina bruta apos extragdo de 30 min com solvente (obtida apds clarificagdo por
CTAB); e D-15’) extrato de proteina bruta apés extragdo de 15 min com solvente (obtida apos clarificagdo por
CTAB).

245kDa

180kDa
135kDa
100kDa

75kDa
63kDa

48kDa

35kDa

25kDa
20kDa

Figura 12. Gel de electroforese SDS-PAGE com: M.W.) Padréo de peso molecular proteico BLUeye da
Sigma™; D-45’) extrato de proteina bruta apos extragdo de 45 min com solvente (obtida apés clarificagdo por
Triton X-114); D-30’) extrato de proteina bruta apos extragdo de 30 min com solvente (obtida apos clarificagdo

por Triton X-114); e D-15°) extrato de proteina bruta apés extragdo de 15 min com solvente (obtida apos

clarificagdo por Triton X-114).
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Figura 13. Gel de electroforese SDS-PAGE com: M.W.) Padr&o de peso molecular proteico BLUeye da
Sigma™; D-45’) extrato de proteina bruta apos extragdo de 45 min com solvente (obtida apés clarificagdo por
[P4,4.4,14]Cl € posterior 2x ultrafiltragdo a 10.000 kDa para remover [P4.4414]Cl); D-30°) extrato de proteina bruta

apos extragdo de 30 min com solvente (obtida apés clarificagdo por [Pa4,4,4,14]Cl € posterior 2x ultrafiltragéo a
10.000 kDa para remover [P444,14]Cl); € D-15’) extrato de proteina bruta apés extragdo de 15 min com solvente
(obtida apos clarificagdo por [p4 4,4,14]Cl € posterior 2x ultrafiltragdo a 10.000 kDa para remover [P4 .4 4,14]Cl).

48kDa

35kDa

25kDa
20kDa

(MW (A*45)  (A*30)  (A*15)

Considerando que a extracdo com 15 minutos aparenta uma banda de menor

coloragdo, somente os tempos de 45 ¢ 30 minutos, respectivamente, foram considerados para

a otimiza¢do do processo. Foi padronizado que o melhor tempo para o surfactante
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permeabilizar a membrana celular e conseguir a liberagdo da PspA ¢ de 30 minutos,
diminuindo pela metade em relagdo a primeira padronizacao feita no estudo, reforcando a

efetividade do método de extragdo com surfactantes.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho avaliou-se diferentes metodologias para extrair PspA4Pro de E. coli
BL21 recombinante, utilizando o método convencional de extragdo por ultrassom como uma
comparag¢do a nova proposta de metodologia, com solugdes aquosas de surfactantes, a fim de

induzir a permeabilizagdo celular e liberacao da PspA intracelular.

Dos compostos tensoativos estudados, as estruturas cationicas induziram maior
extracdo da PspA das células. Os melhores agentes tensoativos encontrados foram [Py 44,4]Cl
e o CTAB, capazes de liberar a proteina de interesse com solu¢des aquosas de 0,25 mol.L" em
30 minutos, mostrando-se mais eficaz para a extragdo do que o método assistido por
ultrassom. O Triton X-114 também demonstrou eficiéncia na liberagdo da proteina PspA,

necessitando ser testado no sistema SDFA e ultrafiltracdo futuramente.

O tratamento das células de E. coli com agentes tensoativos se mostrou vantajoso
também pelo potencial em superar as limitagdes da tecnologia upscaling de ultrassom,
mostrando ser uma metodologia promissora, simples e eficaz para aplicagdo industrial, por
ser facilmente integrada com outras etapas de processamento, como SDFA composto por

PPG-400 e [Ch]Cl, abordagem alternativa eficaz e economicamente viavel.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

E importante considerar como préximos passos de oportunidade da pesquisa a maior
otimizagdo dos parametros, como manter o tempo de extragdo em 30 min, variando a
molaridade (0,125, 0,250 e 0,500 mol.L™") e a propor¢do de sélido/liquido (1:4; 1:9; 1:19)
m/m, a fim de obter as melhores condi¢des para extragdo e purificacdo da PspA utilizando

surfactantes 10nicos € nao-10nicos.

Como desafios futuros para a vacina objeto de estudo deste trabalho, h4 os seguintes
aspectos legais de pesquisa clinica, seguindo principios de controle de qualidade e ética: a)

continuidade dos estudos pré-clinicos, demonstrando atividade imunogénica e seguranca,
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considerando a estabilidade tecnologica da formulagdo; e b) estudos clinicos, sendo Fase I,
demonstragcdo da seguranga com avaliagdo inicial em humanos; Fase II (estudo terapéutico
piloto), avaliagdo da eficicia da imunogenicidade e investigagdo de efeitos colaterais; Fase
III, confirmagdo da eficacia, seguranca e monitoramento das reagdes adversas, somente apos
os estudos nesta etapa € possivel obter o registro sanitario; e Fase IV, pesquisas de vigilancia

pos-comercializacao (QUENTAL, 2006).
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9. ANEXOS

Anexo 1. Curva de Absorbéncia versus concentragdo de proteinas totais obtida por leitura em leitor de placas a
280nm.
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Anexo 2. Curva de Absorbancia versus concentragado de proteinas por leitura em leitor de placas em 595nm,
método de Bradford
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Anexo 3. Resultado obtido com o SDFA PPG-400/[Ch]CI

Fase topo, ricaem PPG-400 <+—

Fase fundo, ricaem [Ch]Cl] «—
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