UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
PROGRAMA DE GRADUACAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS
ESTAGIO EM DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO Il
ENFASE EM BIOTECNOLOGIA EM SAUDE

INSTITUTO BUTANTAN
LABORATORIO ESPECIAL DE DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

MANUELLA CAZELATO PIRES
PROFa. DRa. VIVIANE MAIMONI GOLCALVES

Desenvolvimento do processo de purificacdo da pneumolisina
recombinante geneticamente destoxificada obtida em Escherichia

coli

Sao Paulo — 2019



MANUELLA CAZELATO PIRES

Desenvolvimento do processo de purificacdo da pneumolisina recombinante

geneticamente destoxificada obtida em Escherichia coli

Versdo original

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo para
obtencdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Biomédicas pela Comissédo de

Graduacao

Area de Concentrago:
Bioprocessos

Orientador(a):

Profa. Dra. Viviane Maimoni Gongalves

Séo Paulo — 2019



Autorizo a reproducdo e divulgagdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio

convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Pires, Manuella Cazelato

Desenvolvimento do processo de purificacdo da pneumolisina recombinante geneticamente
destoxificada obtida em Escherichia coli. Sdo Paulo, 2019.

60 f. :il.; 30cm

Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso de Bacharel em Ciéncias Biomédicas),
apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Universidade de Sdo Paulo, 2019.

Area de Concentragio: Bioprocessos.
Orientador(a): Gongcalves, Viviane Maimoni.

1.Streptococcus  pneumoniae. 2.Vacina. 3.Proteina Recombinante. 4.Purificacdo.
5.Pneumonia.




ERRATA

PIRES, MC. Desenvolvimento do processo de purificacdo da pneumolisina recombinante
geneticamente destoxificada obtida em Escherichia coli. 2019. Ndmero total 60 f. Defesa de

tese (Graduacdo em Ciéncias Biomédicas) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Folha Linha Onde se |é Leia-se




Nome: PIRES, MC

Titulo: Desenvolvimento do processo de purificacdo da pneumolisina recombinante

geneticamente destoxificada obtida em Escherichia coli

Aprovado em:

Prof. Dr.

Julgamento:

Prof. Dr.

Julgamento:

Prof. Dr.

Julgamento:

/

Trabalho de Concluséo de Curso apresentada a
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo para obtencdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Biomédicas pela Comissdao de

Graduacao.

Area de Concentragio: Bioprocessos

Banca Examinadora

Instituicdo:

Assinatura;

Instituicdo:

Assinatura;

Instituicdo:

Assinatura;




Dedicatoria e Agradecimentos

Inicialmente eu gostaria de agradecer aos meus pais, Manoel Pires e Marta Cazelato por
continuarem acreditando, junto comigo, que devo seguir meus sonhos mesmo com todos 0s
obstaculos que surgem no caminho. Eles sdo pra mim uma fonte de alegria, inspiracdo,
dedicacdo, amor e tranquilidade; sdo o meu lar, minhas férias, minha diversdo. Gostaria de
agradecer também as minhas irmds Amanda e Giovanna Pires, que mesmo sem elas saberem
me auxiliaram em pequenos detalhes do trabalho, além de grandes decisdes da vida.

Aos meus amigos e colegas gostaria de agradecer aqueles que estiveram comigo dia-a-dia
no laboratorio: Douglas Figueiredo, Felipe Grabarz, Kan Kaneko, Luciano Zane, Lucas Borban,
Marcela Crivellenti, Patricia Zorzete, Renan Mori, Ryhara Batista e Sérgio Aradjo; vocés me
mostraram que “ndo sé de pesquisa vive o pesquisador” e que existem inimeros gostos para
serem explorados no mundo a fora, sem se culpar por isso. Agradeco a ajuda literal no
desenvolvimento do projeto, as conversar e desabafos em dias dificeis e desanimadores, nas
opinides que se mostraram importantes para grandes escolhas e principalmente o clima
maravilhoso que foi trabalhar nesse laboratério, com tantas pessoas capacitadas,
multifuncionais e divertidissimas. Ndo somente os amigos do laboratorio mas dos laboratorios
“amigos” agradeco a Bruna Pigatto, Daniele Enriquetto, Deborah Damiano, Marcos Paulo de
Oliveira e Rebeca Cordellini. Fazer amizade com vocés no inicio foi muito fécil, temos muitas
coisas em comum, e isso fez dos meus dias mais alegres possiveis, se misturando com a bagunca
do nosso laboratorio e auxiliando no enorme quebra-cabeca que foi esse projeto; todos nds
temos nossos destinos e pode ser que eles sejam tracados juntos ou somente se encontrem em
um futuro distante, mas independente de como for estardo todos guardados na minha memaria
definitivamente com o reflexo de um sorriso grande no rosto. E para finalizar gostaria de
agradecer a minha orientadora Viviane Gongalves, pela tutela, conselhos e amizade que foi
cultivada; uma pessoa de tremenda inteligéncia, eficiéncia, compreensivel e principalmente que
se compadece com a humanidade, uma inspiragdo pelas batalhas por justica social. Aos
finalmentes, agradeco o Instituto Butantan por me dar essa segunda casa, aos funcionarios do
laboratorio Maria de Fatima e Maximo de Moraes, & USP pela capacitacdo profissional

adquirida e a agéncia de fomento para que esse trabalho fosse desenvolvimento, FAPESP.



Aproveitar o tempo!

Meu coracdo esta cansado como mendigo verdadeiro.

Meu cérebro esta pronto como um fardo posto ao canto.
Meu canto (verbalismo!) esta tal como esta e é triste.
Aproveitar o tempo!

Desde que comecei a escrever passaram cinco minutos.
Aproveitei-os ou ndo?

Se ndo sei se 0s aproveitei, que saberei de outros minutos?!

Aproveitar o tempo!

Ah, deixem-me ndo aproveitar nada!

Nem tempo, nem ser, nem memorias de tempo ou de ser!...
Deixem-me ser uma folha de arvore, titilada por brisa,

A poeira de uma estrada involuntaria e sozinha,

O vinco deixado na estrada pelas rodas enquanto ndo vém outras,
O pido do garoto, que vai a parar,

E oscila, no mesmo movimento que o da alma,

E cai, como caem os deuses, no chdo do Destino.

(Pessoa, Fernando., Poesia Completa de Alvaro de Campos.
Apostila. Lisboa: Atica, 1944 (imp. 1993). — 261).



RESUMO

PIRES, Manuella Cazelato. Desenvolvimento do processo de purificacdo da pneumolisina
recombinante geneticamente destoxificada obtida em Escherichia coli. 2019. Numero total de
60 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Ciéncias Biomédicas) — Instituto
Butantan, S&o Paulo, 2019. Verséo original.

A bactéria Streptococcus pneumoniae € um importante patdgeno humano que causa doencas
graves, com elevadas taxas de mortalidade. As vacinas pneumocaocicas atuais ttm como base
os polissacarideos capsulares, mas seu custo de producdo é elevado e sua cobertura é limitada
aos sorotipos incluidos na formulagdo. Assim, vacinas proteicas tém sido propostas como
alternativa. Dentre os candidatos estudados destaca-se a pneumolisina (Ply), toxina hemolitica
que se liga ao colesterol da membrana, oligomerizando-se e gerando poros que lisam as células
do hospedeiro. Ply também liga-se ao toll-like receptor 4, desencadeia a ativacdo do
complemento pela via classica dependente de anticorpos, porém inespecificos, e recentemente
foi demonstrado que os poros formados ativam o inflamassoma NLRP3. Portanto, Ply tem
grande potencial vacinal e imunomodulador, por isso, devido a sua toxicidade, foi
geneticamente destoxificada para emprego em vacinas.

Este projeto propbe estabelecer o processo de purificacdo da proteina recombinante
destoxificada (PdT) para que possa futuramente ser avaliada para formulagdo de uma nova
vacina pneumocdcica baseada em nanoparticulas para administracdo em pé. PdT foi clonada
em Escherichia coli sem qualquer tag de afinidade para evitar as caras e relativamente
ineficientes etapas de remocdo da tag. O cultivo foi em biorreator com meio de autoinducéo
livre de compostos de origem animal, com as especificacbes de producdo ja obtidas em
processos anteriores, para producao da PdT .

Para o processo de purificacdo as seguintes etapas foram avaliadas: separacao e lise celular,
remocao de debris e impurezas do lisado, cromatografia de troca anibnica, cromatografia de
troca catibnica, multi-modal e de interagdo hidrofobica. O processo de purificagdo com 0s
melhores resultados foi o seguinte: lise em tampéo bis-tris 10 mM pH 7,0, centrifugacao a
17.000 g por 2 h, cromatografia de troca anidnica com aplicacdo da amostra em pH 9,5 e elui¢do
por gradiente crescente de NaCl, cromatografia de interacdo hidrofébica com eluicdo por
gradiente decrescente de NaCl. As etapas cromatograficas precisam ser otimizadas para

alcancgar pureza >95% para usar PdT na formulagao das nanoparticulas.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae. Vacina. Proteina Recombinante. Purificacao.
Cromatografia.



ABSTRACT

PIRES, Manuella Cazelato. Development of the purification process of the genetically
detoxified recombinant pneumolysin obtained in Escherichia coli. 2019. Number of pages 60p.
Work for Course Conclusion (Biomedic Science Graduate) — Butantan Institute, Sao Paulo,
2019. Original version.

Streptococcus pneumoniae is an important human pathogen that causes severe diseases
with high mortality rates. Pneumococcal vaccines are based on capsular polysaccharides, but
their production cost is high and their coverage is limited to the serotypes included in the
formulation. Thus, protein vaccines have been investigated as an alternative. Among the
candidates, the virulence factor pneumolysin (Ply) is a promising one. Ply is a hemolytic toxin
that binds to the plasmatic membrane, oligomerizes and generates pores that lyse host cells. It
also binds to toll-like receptor 4, triggers complement activation by unspecific antibody-
dependent classic pathway, and recently it was shown that the pores generated activates the
inflammasome NLRP3. Therefore, Ply have great vaccine and immunomodulatory potential,
and due to its toxicity, it has been genetically detoxified for use in vaccines.

The project aimed at developing the purification process of the recombinant detoxified
Ply (PdT), so that it can be evaluated in the future for a new pneumococcal nanoparticle-based
vaccine for dry powder administration. PdT was cloned into Escherichia coli without any
affinity tag to avoid the expensive and inefficient tag removal steps. The cultivation was done
in bioreactor with the animal-origin free auto-induction medium, according to the protocol
previously established for PAT production.

For the purification process, the following steps will be evaluate: cell separation and
lysis, removal of fragments and impurities from the lysate, anion exchange chromatography,
cation exchange chromatography, multi-modal and hydrophobic interaction chromatography.
The purification process with better results was the following: cell lysis with bis-tris 10 mM pH
7.0, centrifugation at 17,000 g for 2 h, anion exchange chromatography with sample application
at pH 9.5 and elution with increasing NaCl gradient, hydrophobic interaction chromatography
with elution with decreasing NaCl gradient. The chromatographic steps need to be optimized

to reach purity >95% in order to use PdT for nanoparticles formulation.

Keywords: Streptococcus pneumoniae. Vaccine. Recombinant Protein. Purification.
Chromatography.
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Introducéo

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, usualmente denominada pneumococo, € uma bactéria Gram-
positiva extracelular encapsulada de 1 micrdmetro de dimens&o, do tipo cocos, pertencente a
familia Streptococcaceae, que se dispGe em pares (diplococos) ou cadeias, anaerdbia
aerotolerante, alfa-hemolitica, comumente encontrada na microbiota comensal do trato
respiratorio superior do homem (Alonso de Velasco et al. 1995). Se trata de um exemplo
classico de patdgeno exclusivamente humano que apresenta o padrdo de infeccdo com
progressdo da doenca a partir da nasofaringe, alcangando a corrente sanguinea e o cérebro; o
mesmo padrdo apresentado pelas bactérias Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis
(Mongensen et al. 2006; Corless et al. 2001).

A cépsula de S. pneumoniae constitui-se de um polimero viscoso firmemente aderido a
parede celular, € composta do polissacarideo capsular, polipeptideos e glicocalice organizado,
e € um dos fatores de viruléncia mais importantes da bactéria por impedir que células do
sistema imunoldgico a elimine através do processo de fagocitose e por estimular a producgéo
de anticorpos em individuos imunocompetentes (Brugger et al. 2016). Outros fatores de
viruléncia da bactéria sdo (i) as adesinas, que permitem a adesdo as células da faringe e do
epitélio respiratdrio, (ii) as proteases inativadoras de anticorpos IgA, (iii) o perdxido de
hidrogénio, que induz morte celular, (iv) a pneumolisina, que € uma proteina secretada pela
bactéria, cuja funcdo é a de desestabilizar a membrana celular da célula humana (Kadioglu et
al. 2008), além de outras moléculas como (V) pili, oxidases e exoglicosidases (Subramanian et
al. 2019).

Com base nos anticorpos produzidos, 0os pneumococos sdo classificados em sorotipos
(Henrichsen 1995). Sabe-se que cada sorotipo corresponde a uma estrutura quimica diferente
do polissacarideo da cépsula e que cada um deles inibe a fagocitose com maior ou menor
intensidade, o que resulta em uma habilidade diferenciada de cada sorotipo para causar a
doenca pneumocdcica (Henrichsen 1995). Atualmente, sdo reconhecidos 97 sorotipos com

base nas diferencas antigénicas dos polissacarideos capsulares (Geno et al. 2015).



Doencas pneumocaocicas e vacinas

Doencas pneumocdcicas ndo-invasivas sao doencas causadas pela bactéria Streptococcus
pneumoniae gque ocorrem na porcado superior do trato respiratério, incluindo regibes como
cavidade nasal, seios paranasais, faringe (nasofaringe, orofaringe e hipofaringe) e laringe. A
infeccdo pneumoctcica pode provocar em adultos doengas menos agressivas, como otite
aguda do ouvido médio, sinusite e ceratite, e doengas mais graves cComo pneumonia,
meningite e sepse. Em casos pediatricos, alem dessas mesmas doencas, também pode ocorrer
bacteremia oculta, osteomielite, artrite séptica, pericardite e peritonite (Varman et al. 2017). A
infeccdo e a propagacédo das doencas pneumocdcicas se ddo normalmente através de secregdes
liberadas no ar por individuos contaminados em contato préximo com individuos saudaveis, o
gue acontece mais comumente em estacdes de frio (Numminen et al. 2015). As caracteristicas
sintomaticas mais frequentes em individuos que apresentam doencas do trato respiratorio
superior sdo tosse seca, espirros, secrecdo e/ou congestionamento nasal, dores na face,
problema de audicdo e fala, dificuldade para respirar, febre, garganta irritada, dificuldade de
degluticdo, cansaco fisico, dores de cabeca e inchaco dos ganglios (André et al. 2002).

Em 2017 a Organizacdo Mundial da Saude (WHO) determinou que S. pneumoniae € um
dos 12 patdgenos prioritarios de atencdo a salde, pois a taxa de infeccdo é de 27-65% das
criancas do mundo e <10% dos adultos (Weiser et al. 2018). Dados de 2016 mostraram que a
taxa de morte de criancas até 5 anos causadas por pneumonia é de 13%, e que as mortes
acontecem principalmente em paises em desenvolvimento, como paises do continente
africano como Zambia, Uganda e Namibia, pessoas imunologicamente comprometidas e
idosos (World Health Organization, 2018). No Brasil, dados do IBGE publicados em 2009
mostraram que a taxa de morbidade devido & pneumonia entre idosos de 60 anos ou mais,
hospitalizados no SUS, foi de 9,1% e 10,8% para mulheres e homens respectivamente, sendo
uma das 6 causas mais importantes de internacdo (IBGE, 2009).

O tratamento das infecgdes por S. pneumoniae baseia-se na utilizacdo de indmeros
antibidticos, com diferentes mecanismos de acdo, como penicilina, amoxicilina,
cefotaxima/ceftriaxona, eritromocina, macrolideos, lincosamidas e estreptograminas (Gil-
Setas et al. 2004); entretanto, a resisténcia do pneumococo aos antibiéticos tem aumentado em
varios paises (Lindres et al. 2010; Organizacion Panamericana De La Salud, 2010). Alguns
sorotipos de pneumococo apresentam resisténcia a mais de 15 antibidticos diferentes e

justamente estes sorotipos estdo tipicamente presentes na microbiota das criancas (Fenoll et
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al. 1998); portanto, o aparecimento de cepas multirresistentes faz com que as vacinas sejam a
maneira mais eficaz de combater as doengas pneumocaocicas.

A vacina de polissacarideos (PS) livres, ou seja, polissacarideos ndo conjugados a
proteinas, embora tenham boa cobertura contra 23 sorotipos do pneumococo, apresentam

algumas caracteristicas desfavoraveis (Mantese et al. 2003):

1. N&o ativa as células de memodria;
2. Induz niveis variaveis de anticorpos, sendo estes, predominantemente IgM;

3. Produz baixa resposta imune em criangas, principalmente nos menores de dois anos por

ndo estimularem a maturagéo clonal;
4. Os anticorpos produzidos séo de baixa avidez;

5. A protecdo é limitada aos sorotipos cujos PS foram incluidos na vacina, tornando a

eficacia da vacina limitada a regides onde tais sorotipos sdo predominantes.

A conjugacdo do PS a uma proteina carregadora transforma a natureza deste antigeno de
T-independente em T-dependente, permitindo seu uso em criangcas menores de 2 anos de
idade. As vacinas conjugadas atualmente em uso sdo compostas por 10 ou 13 PS de diferentes
sorotipos, cada um deles ligados quimicamente a uma proteina carregadora ndo relacionada a
doenga. Embora apresentem boa protecdo aos grupos de risco, estas vacinas oferecem
protecdo limitada aos sorotipos cujos PS foram conjugados, desencadeando uma pressao
seletiva que leva a substituicdo dos sorotipos que sdo cobertos pela vacina, por outros que nao
estdo em sua composicdo, levando ao aparecimento de doengas por sorotipos ndo-vacinais
(Pichon et al. 2013). Apesar de que PS de outros sorotipos poderiam ser inclusos em novas
vacinas conjugadas, ha limitagdes técnico-econébmicas para producdo de vacinas com maior
valéncia, além das baixas capacidade e velocidade de predicdo dos novos sorotipos que
deveriam ser inclusos.

Uma vez que proteinas sdo antigenos muito mais conservados entre diferentes cepas de
pneumococo do que os PS, vacinas produzidas com antigenos purificados representam uma
alternativa para a imunizagdo de ampla cobertura contra o pneumococo, capaz de gerar
resposta imune de memaria nos principais grupos de risco, com custo de producdo reduzido,

visto que ela dispensaria a conjugacao aos PS, e ndo levaria a substituicdo de sorotipos.



Pneumolisina

A pneumolisina (Ply) é uma toxina hemolitica que pertence a familia de citolisinas
dependentes de colesterol, ativadas por tiol, produzidas por algumas bactérias Gram-positivas.
E formada por 4 dominios, 3 dominios no contiguos, que promovem a estabilidade e rigidez
da proteina (Lee et al. 2018), ligados ao dominio ligante de membrana (dominio 4) C-
terminal; possui loops ricas em triptofano que promove a oligomerizacdo dos monémeros de
Ply para formacdo de complexos (Marshall et al. 2015). A delecdo do gene ply levou a
reducdo da viruléncia dos pneumococos dos sorotipos 2 e 3 (Berry et al. 1989), e a
manipulagdo através de mutagdo racional da cauda 5° do mRNA de ply, onde os aminoacidos
originais foram substituidos por semelhantes, promoveu reducdo nos niveis de expressdo de
Ply por pneumococos e nos niveis de toxicidade em células humanas primarias e
imortalizadas (Amaral et al. 2015). Essa proteina é intracelular e, como ndo apresenta
sequéncia sinal conhecida, sua liberacdo in vivo tem sido relacionada a autélise (Rossjohn et
al. 1998), porém recentemente foi descrito um possivel novo mecanismo de transporte
independente de sequéncia sinal (Price et al. 2012). Ply € bastante conservada entre as cepas
de pneumococo, com apenas 3,3% de variacdo na sequéncia, porém ha varios alelos descritos,
bem como mutantes naturais com atividade hemolitica reduzida, ou até sem atividade
(Jefferies et al. 2007).

A toxicidade de Ply envolve alteracdo de inmeros processos fisioldgicos celulares, entre
eles Ply mostrou-se capaz de ligar-se ao colesterol da membrana plasmatica formando
oligbmeros e gerando poros que resultam na lise das células do hospedeiro através da entrada
celular de Ca®*, levando a uma intensa resposta inflamatdria local (Houlsworth et al. 1994;
Kadioglu et al. 2000; Vdgele et al. 2019), assim como a ativacdo do inflamassoma NLRP3
(McNeela et al. 2010).

Ply também desencadeia ativacéo da via classica do complemento de maneira dependente
de anticorpo inespecifico (Paton et al. 1984). Além disso, predominantemente o dominio 4 de
Ply contribui para ativacdo do toll-like receptor 4 (TLR4), com inducédo de apoptose, estimulo
de producéo de citocinas, além de atividades hemolitica e de viruléncia (Malley et al. 2003;
Chiu et al. 2019). Porém de forma alternativa, quando associada com o receptor de manose C
do tipol (MRC-1), Ply mostrou-se capaz de inibir a sinalizagdo mediada por TLR4 e

atividades pré-inflamatorias e assim a bactéria pode evadir da resposta imunoldgica
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permanecendo no espaco intracelular de macrdfagos, que fica impossibilitado de associar o
compartimento lisossomal ao compartimento em que a bactéria se encontra (Subramanian et
al. 2019).

Ply pode ainda desencadear processos como: formacdo de espécie reativa de oxigénio
(ROS), elastase, prostaglandina E, leucotrieno Bs, interleucina 8 (IL-8) e interferon tipo 1
(IFN-1) (Cockeran et al. 2011; Hu et al. 2019); formagédo de NETs (neutrophil extracellular
traps), processo que contribui para atividade do sistema imune inato do individuo, porém de
forma incontrolada e que promove formacdo de trombos em vasos sanguineos (Nel et al.
2016, Anderson et al. 2018); e inibicdo da maturacdo de células dendriticas (Littmann et al.
2009).

Estruturalmente, a pneumolisina possui 53 kDa e tem superficie eletronegativa em pH
neutro (Lawrence et al. 2015), seu ponto isoelétrico (pl) tedrico é determinado como 5,18. A
estrutura da pneumolisina, bem como a distribuicdo de carga em sua superficie, podem ser

vistas na Figura 1, a curva de titulagdo pode ser vista na Figura 2.

domain 4 - % b
(<

Figura 1. (A) Estrutura tridimensional da pneumolisina, adaptado de Marshall et al. (2015);
(B) Distribuicdo de cargas na superficie da pneumolisina. As regies em vermelho
representam potencial eletronegativo, enquanto as regifes azuis representam potencial
eletropositivo, adaptado de (Lawrence et al. 2015).
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Figura 2. Curva de titulacdo da pneumolisina, adaptado de protpi.ch. Como o pl da proteina
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Devido a sua toxicidade, Ply foi geneticamente alterada para perder suas propriedades
toxicas. Diferentes tipos de mutantes destoxificados foram obtidos: PdA, com a substituicdo
de cisteina por glicina na posicdo 428, que diminuiu a atividade hemolitica (Paton et al.
1991); PdB, onde triptofano 433 foi substituido por fenilalanina, mutacdo que aboliu a
formagéo de poros (Paton et al. 1991); A6Ply, no qual foram deletados alanina 146 e arginina
147 da regido formadora de poro (Kirkham et al. 2006); o mutante L460D, que perdeu a
capacidade de ligar-se ao colesterol (Mann et al. 2014); D39AcpsAply, um duplo mutante que
identificou Ply como formador de poros na membrana mitocondrial, porém a consequente
liberacdo de mtDNA ndo promoveu ativacdo de apoptose intrinseca (Nerlich et al. 2018); e
PdT, que além das substituices C428G e W433F ja descritas, tem asparagina ao invés de
aspartato na posicdo 385, mutacdo que eliminou a ligacdo ao complemento (Berry et al.
1995). Estes toxoides foram empregados isoladamente (Alexander et al. 1994; Cockeran et al.
2011), conjugados a polissacarideos (Paton et al. 1991; Michon et al. 1998; Lee et al. 2001)
ou em combinacdo com outras proteinas para elaboracdo de vacinas pneumococicas
(Ogunniyi et al. 2000; Ogunniyi et al. 2001; Ogunniyi et al. 2007; Douce et al. 2010; Leroux-



Roels et al. 2014) e resultados promissores foram obtidos nos mais diferentes ensaios de
protecéo realizados.

O conjunto dessas propriedades faz de Ply ndo apenas um excelente candidato a uma
nova vacina pneumocdcica proteica, mas também aponta para um potencial efeito
imunomodulador ou adjuvante dessa molécula na vacina. O isolamento e clonagem de Ply de
S. pneumoniae sorotipo 14 é um dos exemplos dos avancos no estudo dessa proteina para
desenvolvimento de vacina, que levou a otimizacdo de algumas etapas de producdo e
purificacdo de Ply (Marini et al. 2014). Uma segunda abordagem é a forma farmacéutica de
administracdo das vacinas, estuda-se hoje a possibilidade de administracdo vacinal em
aerosol, com o objetivo de imunizacdo local dos sitios mais afetados pela infecgdo, com
ativacdo especifica da resposta imunolégica de mucosa. O trabalho de Beverley e
colaboradores em 2014 mostrou que a imunizacdo pulmonar contra infec¢do por
Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose, induziu eficientemente o recrutamento
de células T de memodria, ativas, divisiveis e antigeno-dependentes; essa forma de imunizacao
apresentou inibicdo, imediatamente apo6s infeccdo, do crescimento das bactérias M.

tuberculosis.



Justificativa

As doencas pneumococicas sdo causadas pela bactéria Gram-positiva Streptococcus
pneumoniae, que coloniza a mucosa humana de sitios anatbmicos como o trato superior
respiratério, na maioria das vezes de forma assintomaética, porém a bactéria pode invadir
outros sitios e provocar doencas de grau severo, como a pneumonia. Esta doenca é
responsavel por aproximadamente 13% das mortes devido a infecgdes do trato respiratorio
inferior em criancas, portanto, S. pneumoniae é um dos 6 patdgenos mais preocupantes da
atualidade, afetando principalmente criancas menores de 2 anos, idosos acima de 60 anos e
pessoas imunologicamente debilitadas.

O grande motivador para o estudo desse patdgeno é o aumento no numero de cepas
multirresistentes aos tratamentos por antibioticos, o que faz com que a vacinacdo seja a
estratégia mais eficaz no combate ao pneumococo, e a existéncia de 97 sorotipos diferentes de
pneumococo, cada um com composic¢ao quimica e imunologicamnte distinta do polissacarideo
da capsula bacteriana.

As vacinas atuais sdo compostas por polissacarideos capsulares de poucos sorotipos, o que
promove uma pressao seletiva que provoca a substituicdo dos sorotipos na populacao,
mitigando assim os efeitos benéficos da imunizagdo com o tempo. Desta maneira, novas
abordagens vacinais baseadas em proteinas conservadas entre os diversos sorotipos estao
sendo investigadas em todo mundo. Para que essas novas vacinas tenham sucesso €
fundamental desenvolver processos de producéo e purificacdo desses antigenos que alcancem
elevada pureza com recuperacdo adequada, viabilizando assim sua producdo industrial para

formulacdo de novas vacinas pneumocacicas.



Objetivo

O objetivo deste projeto é desenvolver o processo de purificagdo da PdT recombinante
obtida em Escherichia coli, de modo a obter a proteina com elevada pureza e assim
futuramente permitir a formulacdo de uma nova vacina pneumocdcica de administragdo por
via pulmonar. Este trabalho faz parte do projeto de pesquisa RCUK/MRC-FAPESP intitulado
Pulmonary Delivery of a Targeted Mucosal Nanocarrier Vaccine for Pneumonia (processo n.
2016/50413-8), que se propbe a avaliar nanoparticulas contendo PdT e outros antigenos de

pneumococo.



Materiais e Métodos
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Figura 3. Planejamento estratégico das metologias desse trabalho.

Producdo da PdT recombinante. O cultivo para producdo de PdT foi realizado em
biorreator de 10 L com 6 L de meio de autoinducdo (Al, Campani et al. 2016) a 25°C, com
controle da concentracdo de oxigénio dissolvido em 30% da saturacéo pela malha de controle
de agitagdo (150 a 1000 rpm) e adi¢do de O puro ao ar de entrada (0 a 100%). O meio Al
contém glicose e glicerol como fontes de carbono e lactose como indutor. Quando a glicose se

esgota, 0 microrganismo passa a consumir glicerol e lactose, a qual atua como indutor da
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sintese da proteina heter6loga que foi clonada sob o controle do operon Lac. Amostras foram
retiradas para medida da densidade 6tica (DO) a 600 nm e, apds centrifugagéo a 4.500 g por 5
min, o sobrenadante foi usado para determinar a concentracdo das fontes de carbono
consumidas e dos &cidos organicos produzidos e o pellet para verificar a producdo da
proteina. Para isso foi empregado o HPLC com a coluna Aminex HPX-87H (Bio-rad), fase
movel 5 mM H2SO4, 0,6 mL/min, deteccdo dos &cidos por UV 210 nm e dos agucares e
glicerol pelo indice de refracdo. Apos o cultivo, as células foram centrifugadas a 6817 g por
30 min e a biomassa obtida foi congelada para processamento posterior.

Rompimento celular. Para realizar a lise das células, a biomassa congelada a -20 °C foi
ressuspendida na proporcdo de 1 g:10 mL de tampa&o de lise a 4°C, contendo 1 mM de EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid), 0,1% de Triton X-100 e 1 mM de PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride); diferentes composicdes do tampdo de lise foram testadas, de
forma que obtivéssemos a maior quantidade soltuvel de PdT: (i) trietanolamina, (ii) tris-
aminometano, (iii) fosfato de sddio e (iv) bis-tris, todos na concentragdo de 10 mM; apds
ressuspensdo da biomassa no tampédo com auxilio do Mixer X-520 (PolyScience), as células
foram rompidas em homogeneizador continuo de alta pressdo PandaPLUS (GEA Lab
Homogenizer), sempre mantidas sobre o gelo, em 4 etapas de aproximadamente 1.500 bar,
com avaliagdo da eficiéncia da lise através da leitura de absorbancia DO 600 nm. Essa
amostra foi nomeada Homogeneizado.

Clarificacdo. Apos obtencdo do Homogeneizado, os debris celulares foram separados por
centrifugacdo (17000 g por 2 h) e ressuspendidos em 8 M de ureia (para quantificar a perda de
PdT em corpos de inclusdo, nomeado Fracdo Insolivel) e o sobrenadante (nomeado
Clarificado) foi ajustado e filtrado em filtro 0,45 pum para ser aplicado a primeira
cromatografia (nomeado Entrada).

Avaliacdo da terra diatoméacea SartoClear para clarificacdo. O Homogeneizado foi
distribuido em 6 amostras de volumes iguais e os pHs ajustados com acido acético 2 M: (i)
amostra 1 em pH 7,0, (ii) amostra 2 em pH 6,5, (iii) amostra 3 em pH 6,0, (iv) amostra 4 em
pH 5,5, e (v) amostra 5 em pH 5,0. Todas as amostras foram centrifugadas por 1h30 a 4500 g,
o0s pellets foram pesados e ressuspendidos em ureia 8 M, aos sobrenadantes foi adicionado a
terra diatomacea na concentracao 30 g/L e filtrados em filtros de 0,45 um. A avaliacdo de
precipitacdo de PdT foi feita por densitometria do SDS-PAGE dos pellets e dos sobrenadantes

de cada uma das amostras.
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Cromatografia de troca anidnica (AEC). A resina de troca anidnica Q-Sepharose Fast
Flow (GE Life Science) foi testada como primeira etapa cromatografica. A resina Q-
Sepharose Fast Flow se trata de uma resina cuja matriz € cross-linked com 6% de agarose
(polimero natural modificado) e o grupo funcional € um amdnio quartenario e de base forte, -
CH2-N-H-(C2Hs)2, 0s volumes de coluna utilizados nesses experimentos foram de 25 mL e 77
mL. Foram testados diversos tipos de tampdes em concentragdes que variaram de 10 mM a 30
mM, em diferentes pHs (de 6,5 a 9,5) para determinar o melhor tampdo para adsorcao de PdT.
Os tampdes testados foram (1) Bis-tris (Sigma); (2) Bis-tris propano (Sigma); (3)
Trietanolamina (Sigma); (4) Tris-aminometano (Tris, Carlo Erba); (5) Fosfato de sodio
(Nuclear); e (6) Acetato (Anidrol). A eluicdo foi executada com os respectivos tampdes em
gradiente linear crescente de sal, de 0 a 1 M de NaCl (Anidrol) ou em eluicdo por gradiente
descontinuo (“degraus” ou “steps”). As etapas cromatograficas foram (i) equilibrio da coluna
com tampdo sem sal, (ii) aplicacdo da Entrada, (iii) lavagem da coluna com tampéo de
equilibrio sem sal, (iv) eluicdo da PdT em tampdo com sal (fase mével) e (v) regeneracdo e
reequilibrio da coluna.

Avaliacdo de estabilidade de PdT solavel em diferentes pHs. PdT, eluida da
cromatografia AEC, em bis-tris 10 mM foi separada em 9 amostras diferentes de volume 6
mL e cada um deles foi ajustado ao pH desejado utilizando uma solugéo concentrada de &cido
acético 2 M. Apo6s 1 h das amostras em agitacdo todas foram congeladas overnight e
posteriormente centrifugadas por 30 min a 4500 g; o pellet foi descartado e o sobrenadante
quantificado por BCA e avaliada pureza por SDS-PAGE.

Cromatografia de troca catidnica (CEC). A cromatografia de troca catidnica foi testada
como primeira etapa. Trés colunas Hitrap (GE Life Science) foram testadas: (i) SP-Sepharose
Fast Flow; (ii) SP-Sepharose XL e a (iii) CM-Sepharose Fast Flow. As resinas Fast Flow tém
matriz de cross-linked 6% de agarose e a XL tem matriz de 6% de agarose cross-linked com
dextrana. As resinas SP possuem como grupo funcional —CH2-CH»-CH»>-SO3", e a CM 0
grupo -O-CH2COOr, as colunas possuiam volume de 1 mL. Todas as colunas foram
equilibradas com tampao acetato 20 mM em pH 5,5 e eluidas no mesmo tampéo em gradiente
linear crescente de 0 a 1 M de NaCl. Para isso, estabeleceu-se que a CEC operaria como uma
cromatografia negativa, na qual as impurezas da amostra sdo adsorvidas a resina, enquanto a

proteina de interesse mais pura é obtida no flowthrough (Ft).
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Cromatografia de interacdo mista (MMC). Este tipo de cromatografia permite mais de
um tipo de adsor¢do, como € o caso da resina utilizada nesse trabalho, a Capto-MMC (GE
Life Science), com volume de 14 mL, possui matriz de crosslinked agarose e caracteristicas
funcionais de interacdo i6nica e hidrofobica ao mesmo tempo, assim aprimora as chances de
ligacdo da proteina de forma mais especifica. Essa cromatografia foi executada em duas
etapas diferentes do processo de purificagdo. Quando aplicada como primeira etapa
cromatografica foi avaliada como cromatografia negativa, na qual a proteina de interesse ndo
¢ adsorvida, ou seja, o clarificado foi utilizado como entrada e a PdT foi recuperada no
flowthrough. Neste caso, a coluna foi equilibrada com tampéo acetato 20 mM em pH 5,5 e 0s
contaminantes eluidos no mesmo tampao em gradiente linear crescente de 0 a 1 M de NaCl.

Quando aplicada como segunda etapa cromatografica, a Capto-MMC foi avaliada para
adsorcéo da proteina de interesse, ou seja, 0 pool eluido de uma primeira cromatografia (no
caso da AEC) foi utilizado como entrada, a PdT foi adsorvida e posteriormente eluida da
coluna. Neste caso, a coluna foi equilibrada e reequilibrada com tampé&o acetato 20 mM pH
4,2, e apobs injecdo da amostra e reequilibrio, a eluicdo foi feita em 2 etapas: (i) em tampéo
acetato 20 mM pH 4,2 com concentrages crescentes de NaCl e (ii) em tampao fosfato 20 mM
pH 7,0; para finalizar a coluna foi regenerada e reequilibrada.

Cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC). Foram testados diversos tipos de
resinas cromatogréficas: (1) Phenyl Sepharose Fast Flow (GE Life Science); (2) Phenyl
Sepharose High Performance (GE Life Science); (3) Py-1SO (Kopp Technologies); (4) Py-C1
(Kopp Technologies); e (5) Py-PHE (Kopp Technologies). As resinas da GE e Kopp possuem
matriz em cross-linked agarose e silica, respectivamente, e os grupos funcionais sdo —O-CH-
CH(OH)-CH,-0-CgHs, —O-CH2-CH(OH)-CH2-0O-CgHs, CH4, C2Hg e CeHs, respectivamente.
Foram usadas colunas de 1 mL, exceto Phenyl Sepharose FF cujo volume foi de 20 mL. A
cromatografia foi avaliada como segunda etapa cromatogréfica, a partir dos pools eluidos das
AEC. As resinas foram equilibradas com tampdo fosfato de sédio 20 mM pH 7,0 e
concentracdo de NaCl variando de 0,5 M a 2 M (dependendo da resina); a eluicdo foi feita
com o0 mesmo tampdo, porém sem sal e em gradiente linear decrescente ou em gradiente
linear descontinuo. As etapas cromatograficas foram (i) equilibrio da coluna com tampéao com
sal, (ii) aplicacdo da Entrada (pool de eluicdo da AEC), (iii) lavagem da coluna com tampé&o
de equilibrio com sal, (iv) eluigdo da PdT em tampéo sem sal e (v) regeneragéo e reequilibrio

da coluna.
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Eletroforese SDS-PAGE ou Western Blot para identificagdo de PdT. Foram feitas
eletroforese e/ou western blot, para verificar qual das bandas presentes se tratava da PdT, que
tem tamanho esperado de 53 kDa. Para isso executou-se a (i) eletroforese em gel de
poliacrilamida 12%, com aplicacdo de 4 pg a 10 pg de proteina por poco, (ii) coloracdo com
Comassie blue e descoloracdo com &cido acético glacial e alcool, ou (ii) transferéncia para
membrana de nitrocelulose por 1h20 a 20 V em tampédo com tris-base, glicina, SDS 10%,
etanol e &gua. Apds a transferéncia, a membrana foi (iii) corada com Ponceau S para
confirmar a transferéncia e (iv) lavada com tampdo PBS-Tween 0,05%; (v) incubada
overnight ou por 1 h com tampéo de bloqueio (PBS + 5% leite desnatado), (vi) lavada
novamente com tampdo PBS-Tween 0,05%, (vii) incubada overnight ou por 1 h com
anticorpo primario policlonal anti-PdT obtido em coelho 1:5000, (viii) lavada hovamente com
tampdo PBS-Tween 0,05%, (ix) incubada overnight ou por 1 h com anticorpo secundario anti-
rabbit 19gG conjugado a peroxidase 1:10000 (x) lavada novamente com tampdo PBS-Tween
0,05%, e (xi) revelada por quimiluminescéncia, exposta por 3 a 10 min com tampéo de tris 1
M, &cido percumarico, luminol e 4gua oxigenada. As imagens foram obtidas no Image Quant
LAS4000 (Ge Healthcare).

Quantificacdo de proteinas e determinacdo da pureza de PdT. A quantificacdo das
proteinas totais ao longo do processo de purificacdo foi feita pelo método de Lowry (1951) ou
BCA (Smith assay, 1985), pois existem reagentes utilizados nos experimentos que s&o
incompativeis com uma das técnicas, utilizando-se da outra como alternativa. A pureza de
PdT foi determinada pela densitometria (BioRad GS-800 Calibrated Densitometer) das
bandas de SDS-PAGE.

Avaliacdo e comparacdo de processos. A avaliagdo e comparacdo dos processos foi
realizada com base nas analises obtidas das aliquotas recolhidas de cada etapa do processo: (i)
homogeneizado, (ii) clarificado, (iii) fracdo insoluvel, (iv) entrada cromatogréfica, (v)
flowthrough, (vi) fracBes eluidas e (vii) limpeza da coluna cromatografica. A quantificagdo
forneceu a quantidade proteica em mg/mL e o volume da amostra apresentado em mL
forneceu a quantidade de proteina total em cada amostra através da formula:

P.T. (mg) =P.T. (mg/mL) * Volume (mL) [Equacéo 1]

Ap0s a determinacédo de proteina total em miligramas, 10 ug de proteina total foi aplicado
ao gel de poliacrilamida 12%, no qual foi realizada a avaliagcdo por densitometria, que por sua

vez forneceu a quantidade relativa em porcentagem da banda de PdT em relacdo a soma de
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todas as demais bandas da canaleta, esta analise permitiu entdo a quantificacdo de PdT em
miligramas através da formula:
PdT (mg) = (P.T. (mg) * Pureza (%)) / 100 [Equacéo 2]
A determinacéo de quantidade de PdT especifica permitiu o calculo da PdT recuperada em
cada etapa do processo de purificagdo através da formula:
Recuperacao (%) = (PdTfina (Mmg) * 100) / PdTiniciar (MQ) [Equacéo 3]
A andlise da porcentagem relativa de PdT por densitometria permitiu também a
determinacdo do fator de purificacdo, ou seja, qual foi o aumento de pureza de PdT na
amostra final em relacdo a pureza na amostra inicial, através da formula:
F.P.: Purezasinai (%) / Purezainiciai (%) [Equacéo 4]
A recuperacdo e o fator de purificacdo foram calculados em relacdo ao Homogeneizado
(recuperacdo e FP globais) e em relacdo a etapa anterior (recuperacdo e FP por etapa). Dessa
forma foi possivel montar tabelas de purificacdo dos processos realizados, cujo objetivo final
foi recuperar PdT com > 95% de pureza, no menor nimero de etapas e com a maior

recuperacdo possiveis.

Resultados
Avaliacdo da producéo de PdT em biorreator para escalonamento industrial

Com o intuito de aumentar a escala de producdo proteica feita inicialmente em frascos
Tunair de 1 L, foi realizado o cultivo da E. coli BL21(DE3) com vetor de expressdo
pET28a+PdT no meio Al (Campani et al. 2016), que possui como fontes de carbono a glicose,
o glicerol e a lactose (que também é o indutor de sintese da PdT) e fontes de nitrogénio
Phytone Peptone (BD-Difco) e extrato de levedura. O pré-indculo foi preparado a partir de 1 a
2 colonias isoladas em meio LB/Kan e cultivadas em 5 mL de meio em tubo falcon de 50 mL
a 250 rpm e 37°C. Esse pré-indculo foi transferido para um Tunair de 300 mL com 100 mL
de meio Al sobre as mesmas condi¢cdes e posteriormente transferido para o biorreator. O
cultivo teve duracéo total de 40 h, a concentracdo de O dissolvido foi controlada em 30% da
saturacdo, a temperatura foi mantida em 25°C e o pH entre 6,5-7,0. Foi recuperada uma
quantidade de 554 g de biomassa Umida (92,3 g/L). A Figura 4 apresenta 0 consumo das
fontes de carbono e do indutor lactose durante o cultivo. Nas primeiras =24 h do cultivo, a
fonte preferencial de carbono da bactéria, a glicose, foi consumida inteiramente, portanto deu-

se inicio ao consumo do glicerol, e logo em seguida o consumo da lactose em ~27 horas.
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A formacdo de acidos organicos também foi avaliada durante o cultivo e verificamos que
houve apenas produgdo muito baixa de acido acético (Figura 4). Com o intuito de avaliar a
producdo de PdT do cultivo no biorreator, amostras foram colhidas de 3 em 3 h, lisadas com
sonicador a 30 Hz por 2 min, com pulsos de 15 s e centrifugadas a 16.100 g por 1 h. Tanto o
sobrenadante (fracdo soltvel) como o pellet (fracdo insoltvel) foram aplicados ao SDS-PAGE
para verificar a formacdo de corpos de inclusdo (com PdT incorretamente enovelada) durante
0 processo. O SDS-PAGE da Figura 5 confirmou os dados da Figura 4, ou seja, o inicio de
consumo da lactose coincidiu com o inicio da sintese de PdT (banda de 53 kDa, seta) e
mostrou que boas quantidades de PdT foram produzidas na forma soltvel (quantidade relativa
~50% em relacdo as demais proteinas sollveis), apesar de muita PdT ainda estar sendo
agregada na forma de corpos de inclusdo (quantidade relativa de ~80% em relagdo as demais
proteinas presentes nos corpos de incluséo).

A Figura 4 ainda apresenta a curva de crescimento de E. coli cultivada em biorreator,
conforme apresentado, a fase lag finalizou em ~ 13 h de cultivo, iniciando a fase exponencial,
no qual o final do cultivo, em 40 h, deu-se ainda na fase exponencial, caracterizado pela
leitura de um pico de oxigénio, representando o fim dos nutrientes disponiveis no meio. A
linearizacdo da curva de crescimento (In DO x tempo) permitiu calcular a velocidade
especifica maxima de crescimento, que foi de 0,166 h™.
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Figura 4. Crescimento celular (DO 600nm), consumo das fontes de carbono e producdo de acido
acético do cultivo de E. coli BL21(DE3) feito em biorreator de 10 L com 6 L meio de autoindugéo (Al)
para producdo de PdT, a 25 °C, pH 6,5-7,0 e 30% de oxigénio dissolvido.
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Figura 5. SDS-PAGE das fracdes (A) soltvel e (B) insoltvel das amostras de 15 a 40 h de cultivo
(indicadas acima do gel). Aplicou-se ao gel de poliacrilamida 12% a quantidade de 10 pg de proteina
total. PM: Padrdo Molecular; a seta a direita indica a banda de PdT de 53 kDa.

Avaliacdo da composicéo de tampdes de rompimento celular como etapa de recuperacao
de PdT de forma soluvel

Os procedimentos de lise celular influenciam na obtencdo de proteina solGvel devido a
aspectos como temperatura, pH, entre outros. Formacdo de espuma no lisado, aparecimento
de precipitagdes e outros parametros indicam degradacéo proteica e/ou formacao de corpos de
inclusdo. Portanto, neste trabalho foi avaliada a influéncia da composi¢do do tampéo de lise
tanto nesses aspectos de obtencdo como na recuperacdo de PdT de forma sollvel a partir do
clarificado. Os seguintes tampdes de lise foram escolhidos de acordo com seu pKa: tris-
aminometano (Tris) 20 mM pH 8,0; trietanolamina 20 mM pH 7,5; fosfato de s6dio 10 mM
pH 6,5; e Bis-tris 10 mM pH 7,0.

Os tampdes Tris e Bis-tris foram os que apresentaram menor formacéo de espuma durante
a lise em homogeneizador continuo de alta pressdo quando comparados aos dois outros
tampdes, e 0 tampdo Bis-tris 10 mM pH 7,0 foi aquele em que a PdT foi recuperada em maior
quantidade no clarificado e menor quantidade de forma insoltvel (Tabela 1 e Figura 6).
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Amostra P.T. (mg/mL) Volume (mL) P.T. (mg) Pureza (%) PdT (mg) Rec. (%)

Homogeneizado

! \ 14,16 200 2831 48 1368 100
Trietanolamina
e 8,85 192 1699 62 1049 76
Trietanolamina
ClamiE 5,11 192 980 32 322 24
Trietanolamina
e 11,54 200 2309 48 1112 100
Trls-amlnometano
= 7.08 183 1295 68 883 69
Tris-aminometano
clEnised 5,20 183 951 42 308 31
Tris-aminometano
Homogeneizado
Fo e oo 36,10 200 7220 54 3942 100
I
Fostato do Sédio 37.42 139 5202 49 2529 64
Clarificado
Fostato do Sodio 23,65 168 3973 35 1412 36
Az sl 35,78 200 7155 36 2566 100
Bis-Tris
RL 3,20 110 352 47 166 6
Bis-Tris
Cleriized 26.48 208 5508 44 2449 94
Bis-Tris

Tabela 1. Avaliacdo da influéncia do tampé&o de lise celular na solubilidade e recuperacéo de PdT. O
homogeneizado obtido apds a lise celular foi centrifugado e a PdT analisada na fragdo soltvel e no
pellet ressuspendido em ureia 8 M. A quantificacdo de proteina total (P.T.) foi feita por Lowry ou
BCA e a determinacdo de pureza através da densitometria do SDS-PAGE das amostras. A
recuperacdo de PdT (Rec.) foi calculada de acordo com a Equagéo 3.
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Figura 6. SDS-PAGE para avali¢cdo da influéncia do tamp&o de lise na solubilidade e recuperagéo de
PdT, sendo (A) o rompimento celular com tampé&o bis-tris 10 mM pH 7,0 e (B) o rompimento com
tampao fosfato de s6dio 10 mM pH 6,5. Aplicou-se ao gel de poliacrilamida 12% a quantidade de 10
ug de proteina total. PM: padrédo molecular; C: clarificado; F.I.: fracdo insolGvel tratada com ureia

8 M; a seta a direita indica a banda de PdT de 53 kDa.
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Avaliacéo da terra diatomécea SartoClear como etapa de clarificagéo

A filtracdo com o auxiliar de filtracdo SartoClear foi avaliada como alternativa a
centrifugacdo para separacao dos debris celular apos a lise, uma vez que essa operacao é mais
barata e mais facilmente escalonavel do que a centrifugacdo. De acordo com o fabricante da
SartoClear, a eficiéncia da separacdo aumenta com a reducdo do pH, sendo pH 5,0
recomendado como o mais eficiente, e a quantidade adequada de terra diatoméacea também
depende do pH da amostra.

Desse modo, avaliamos a solubilidade da PdT presente no Homogeneizado na faixa de pH
5,0 a 7,0. No mesmo experimento, determinamos a concentra¢do de massa Umida, informacéo
necessaria para calcular a quantidade de terra diatomacea a ser acrescentada a amostra de
acordo com a recomendacéo do fabricante. A Figura 7 e a Tabela 2 mostram que a diminuicéo
do pH para valores abaixo de 5,5, utilizando &cido acético para o ajuste, e a adicdo de terra
diatomacea ao homogeneizado levam a precipitacdo de PdT, com diminui¢cdo da quantidade
no sobrenadante e aumento da quantidade no pellet. Portanto, esse método de clarificacéo
através de filtracdo mostrou-se inviavel e o método de centrifugacédo continua sendo o método

mais eficiente avaliado até 0 momento.
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Figura 7. SDS-PAGE da avaliacéo do SartoClear para clarificar o Homogeneizado com uma faixa de
pH de 7,0-5,0. Aplicou-se ao gel de poliacrilamida 12% a quantidade de 10 ug de proteina total. PM:
Padréo Molecular; P: Pellet; S: Sobrenadante; os indices 1 a 5 correspondem aos pH 7,0 a 5,0,
respectivamente; a seta a direita indica a banda de PdT de 53 kDa.
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Amostra pH Massa umida (g) PdT (mg)

Pellet A1 7 0,81 125
Sobrenadante A1 7 - 139
Pellet A2 6,5 3,19 512
Sobrenadante A2 6,5 - 41
Pellet A3 6 3,04 426
Sobrenadante A3 6 - 40
Pellet A4 5,5 3,04 234
Sobrenadante A4 55 - 33
Pellet AS 5 2,70 513
Sobrenadante A5 5 - 9.6

Tabela 2. Avaliacédo do SartoClear para clarificar o Homogeneizado em diferentes pH. O pH de cada
amostra foi previamente ajustado com acido acético antes da centrifugacéo, a quantificacéo proteica
foi feita por Lowry e a massa Umida foi determinada subtraindo o peso do pellet ap6s a centrifugacéo
em relacéo ao peso do tubo vazio.

Avaliacdo da troca anidnica como primeira etapa cromatogréfica de purificacdo de PdT

Como etapa inicial cromatogréafica para purificacdo da PdT, foi avaliada a cromatografia
de troca anibnica para captura da molécula, em que se explora a carga eletrostatica da
proteina. Para a interacdo com o ligante, a carga eletrostatica da proteina deve ser negativa, o
que acontece em pH acima de seu ponto isoelétrico (pl).

Como descrito na metodologia, (1) inicialmente foi feito o equilibrio da coluna com o
tampdo desejado; (2) foi feita a aplicacdo da amostra (Entrada), em que as proteinas
carregadas negativamente interagiram com a resina; (3) entdo foi feito o reequilibrio da
coluna, ou seja, todas as proteinas que ndo interagiram foram removidas na fracdo nao-
adsorvida, garantindo que na etapa de eluicdo somente as que interagiram fossem eluidas; (4)
as proteinas ligadas a resina foram eluidas com concentrac6es crescentes de NaCl (0 a 1M),
devido a troca de interagdo do grupo funcional da resina com a proteina pelo ion ClI', portanto
proteinas que interagem mais fortemente com a resina necessitam de uma maior concentragdo

salina para serem eluidas e vice-versa; e (5) como fase final a resina foi submetida a
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regeneracdo com tampdes altamente concentrados e solugdes de limpeza para ndo haver
interferéncia nos proximos processos cromatograficos e o armazenamento da coluna foi feito
em etanol 20%.

As primeiras cromatografias de troca anidnica foram executadas para avaliar a
composicdo e pH do tampdo de equilibrio, com eluicdo por gradiente linear crescente de
NaCl, e todas apresentaram um padréo de elui¢cbes que se assemelhavam entre elas. Como
mostrado nas Figura 8, todos os cromatogramas apresentaram dois picos eluidos (P1 e P2) e a
leitura de absorbancia a 280 nm do flowthrough variou de acordo com o pH do tampé&o de
equilibrio: quanto menor o pH maior a altura, o que estd de acordo com o esperado, uma vez
que quanto maior o pH, mais negativamente carregadas estdo as proteinas e ficam mais

fortemente ligadas a resina, resultando em menor quantidade no flowthrough.
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Figura 8. Cromatogramas das cromatografias de troca aniénica em Q-Sepharose FF utilizando os
tamp0es bis-tris propano pH 7,0 (tragos azuis), trietanolamina pH 7,5 (tragcos vermelhos) e Tris-
aminometano pH 8,0 (tragos verdes). As setas indicam a fragdo central de cada um dos picos. A
absorbéancia a 280 nm, a % de NaCl e o pH de cada cromatograma estao representados.
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Quando as fragdes das cromatografias foram analisadas, observou-se que houve perdas
de PdT no flowthrough de todas elas, com adsor¢do de PdT apenas em pH > 7,5 e eluigdo dela
majoritariamente no primeiro pico (Figura 9). Além disso, os picos eluidos quando a amostra
foi aplicada tanto em pH 7,5 como pH 8,0 ndo apresentaram aumento da pureza de PdT em

relacdo a entrada (dados ndo mostrados).
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Figura 9. (A) SDS-PAGE e (B) western blot das fracdes das cromatografias de troca anidnica em Q-
Sepharose FF, avaliando os tampdes bis-tris propano pH 7,0 (indicado em azul), trietanolamina pH
7,5 (indicado em vermelho) e Tris-aminometano pH 8,0 (indicado em verde). Aplicou-se ao gel de
poliacrilamida 12% a quantidade de 10 ug de proteina total e ao western blot a quantidade de 4 ug
de proteina total. PM: Padr@o Molecular; E: Entrada; Ft: flowthrough; P1/2: fracdo central de cada
um dos picos dos cromatogramas; a seta preta a direita indica a banda de PdT de 53 kDa.

Assim, um dos aspectos a ser otimizado durante a cromatografia é a adsorcao de PdT,
evitando perdas no flowthrough. Considerando ndo apenas o pl teérico da PdT, que é 5,18,
mas também a curva de titulacdo (Figura 2), pode-se observar que a carga da proteina varia
muito pouco entre os pHs 5,5-8,5, entdo o equilibrio da cromatografia foi feito a pH 7,0, mas
a amostra foi aplicada a pH 9,5, resultando em drastica diminuicdo da perda de PdT no
flowthrough, que caiu de em média 60% para 25%, como apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Andlise dos resultados da cromatografia de troca anidnica em Q-Sepharose FF
equilibrada com tampao bis-tris 10 mM pH 7,0 e amostra aplicada a pH 9,5, sendo (A) o SDS-PAGE
e (B) a tabela de purificagdo. Aplicou-se ao gel de poliacrilamida 12% a quantidade de 10 pg de
proteina total. PM: padrao molecular; E: entrada; Ft: flowthrough; a seta preta a direita indica a
banda de PdT de 53 kDa. P.T.: proteina total; F.P.: fator de purificacao.

Em relacdo a purificagdo proteica, uma possibilidade explorada para melhor separar a
PdT dos contaminantes na eluicdo foi a diminuicdo da molaridade final do gradiente linear
crescente de 1 M para 0,5 M de NaCl, de forma que os picos no cromatograma ficassem mais
bem separados, aumentando a seletividade (Figura 11). Nessas condicfes, foi possivel
observar que mesmo com perda de PdT, o primeiro pico (P1), de 3300 mAU, obtido com
concentracdo de NaCl entre 100-300 mM, continha predominantemente os contaminantes, e o
segundo pico (P2), de 440 mAU e obtido com concentracdo 500 mM de NaCl, apresentou a
PdT mais pura, conforme apresentado na eletroforese e tabela de purificacdo da cromatografia
(Figura 12).
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Figura 11. Cromatograma da cromatografia de troca aniénica em Q-Sepharose FF equilibrada com
tamp&o bis-tris 10 mM pH 7,0 e eluicdo com gradiente linear de 0 a 0,5 M de NaCl. Leitura de
absorbéancia a 280 nm — linha azul, pH — linha roxa, porcentagem do tamp&o de elui¢do com 0,5 M de
NaCl — linha verde, condutividade — linha marrom. A seta indica a frac@o central dos picos aplicada
a eletroforese.
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Figura 12. Andlise dos resultados da cromatografia de troca anibnica em Q-Sepharose FF
equilibrada com tamp&o bis-tris 10 mM pH 7,0 e eluicdo com gradiente linear de 0 a 0,5 M de NacCl,
sendo (A) o SDS-PAGE e (B) a tabela de purificagdo. Aplicou-se ao gel de poliacrilamida 12% a
quantidade de 10 ug de proteina total. PM: padrdo molecular; E: entrada; P1/2: picos 1 e 2 presentes
na eluicdo; L: limpeza com &cido acético; a seta preta a direita indica a banda de PdT de 53 kDa.
P.T.: proteina total; F.P.: fator de purificacao.
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Avaliacéo de estabilidade de PAT em diferentes pH

Para utilizar técnicas cromatograficas de troca catidnica foi necessario estabelecer quais
condicdes garantiriam a estabilidade da proteina, de forma que esta ndo degradasse ou
precipitasse, e portanto, ndo interferissem nas analises dos resultados e na recuperacao
proteica final de forma estavel e soltvel. Para isso um dos parametros avaliados foi o pH.
Assim, a fragdo contendo PdT eluida da Q-Sepharose em tampéo bis-tris foi ajustada a
diferentes pH.

Como ¢ possivel analisar na Tabela 3, em todas as amostras a quantidade de proteina total
variou de 2,41 a 4,28 mg, sendo 0,55 a 0,9 mg de PdT, de pureza média 21,3%. Porém ¢
possivel observar que especificamente no pH 5,5 a perda de proteina foi consideravel em
relacdo aos outros pH, e no pH 4,0 houve um aumento de pureza de PdT consideravel também
em relacdo aos outros pH. A perda de proteina total no pH 5,5 poderia ser resultado da
presenca de varias proteinas que teriam pl proximo a esse pH, inclusive a PdT (pl 5,18),
levando a sua precipitacdo no pellet e remocdo na centrifugagdo. O aumento de pureza
relativa de PdT no pH 4,0 poderia ser resultado da presenca de proteinas com cargas
eletrostaticas provavelmente inversas a carga de PdT, que foram precipitadas e removidas no
pellet durante a centrifugacdo, preservando PdT no sobrenadante. Esses resultados apontam
que PdT é estavel uma grande faixa de pH, como apresentado na Figura 13, portanto a perda
de PdT no precipitado ap6s abaixar o pH na etapa de clarificacdo logo apds a lise celular
muito provavelmente ocorreu devido ao arraste da proteina juntamente com os debris
celulares e/ou a interacdo de PdT com outros compostos do lisado celular que precipitaram

em pH abaixo de 5,5.
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Amostra P.T. (mg/mL) Volume (mL) P.T. (mg) Pureza % PdT (mg) F.P.

pH 8,0 0,70 6 42 19 0,8 1,0
pH 7,5 0,68 6 4.1 19 0,8 1,0
pH 7,0 0,70 6 42 21 0,9 1,1
pH 6,5 0,71 6 4,3 20 0,85 1,0
pH 6,0 0,68 6 4.1 18 0,7 0,9
pH 5,5 0,40 6 2,4 23 0,55 1,2
pH 5,0 0,64 6 3,9 22 0,9 1,2
pH 4,5 0,67 6 4,0 19 0,8 1,0
pH 4,0 0,47 6 2,8 30 0,8 1,5

Tabela 3. Avaliacdo da solubilidade de PdT em diferentes pHs a partir do pool de AEC. P.T.:
proteina total; F.P.: fator de purificacdo calculado de acordo com a Equacao 4.
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Figura 13. SDS-PAGE para avali¢cdo da solubilidade de PdT em diferentes pHs. Aplicou-se ao gel de
poliacrilamida 12% a quantidade de 10 pg de proteina total. PM: padrdo molecular; a seta a direita
indica a banda de PdT de 53 kDa.

Avaliacéo da troca catidbnica como primeira etapa cromatografica de purificacdo de PdT

A segunda abordagem feita para purificacdo de PdT, tendo como panorama as analises das
cromatografias de troca anidnica mostradas acima, foi testar a cromatografia de troca
catibnica em modo negativo, ou seja, objetivando que a proteina de interesse fosse recuperada
diretamente no flowthrough, enquanto os contaminantes ficassem adsorvidos na coluna. Este

modo de operacdo foi escolhido porque o pl tedrico da PdT é 5,18 e pH < 4,18 seria
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necessario para adsorcdo da PdT, porém ndo é possivel abaixar o pH do clarificado para
valores iguais ou inferiores a 5,0, pois a PdT precipita (Tabela 2 e Figura 7). Trés colunas
foram testadas nesse experimento: (i) SP-Sepharose Fast Flow; (ii) SP-Sepharose XL e a (iii)
CM-Sepharose Fast Flow.

Todas as colunas foram equilibradas com tamp&o acetato 20 mM em pH 5,5 e eluidas no
mesmo tampdo em gradiente linear crescente de 0 a 1 M de NaCl. Todos os resultados
cromatograficos obtidos apresentaram um padrdo semelhante ao do cromatograma obtido na
coluna HiTrap SP-Sepharose XL (Figura 14). O volume recolhido do flowthrough foi em
média 2,5 vezes maior que o da Entrada, portanto a proteina de interesse foi diluida apds a
aplicacdo a resina. Alem disso, ndo houve aumento de pureza da PdT (dados ndo mostrados) e
é possivel observar também que ndo houve formacdo de picos durante a elui¢do, podendo
indicar (i) que as proteinas eventualmente adsorvidas ndo foram eluidas com 1 M de NaCl ou
(ii) que ndo havia proteinas carregadas positivamente para interagirem com a resina em pH

5,5. Portanto, nessas condic¢des a cromatografia de troca cationica nao foi eficiente.
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Figura 14. Cromatograma da cromatografia de troca catidnica em SP-Sepharose XL com eluigdo em
gradiente linear crescente salino. Leitura de absorbancia a 280 nm — linha azul, pH — linha roxa,
porcentagem do tampé&o de eluicdo com 1 M de NaCl — linha verde, condutividade — linha marrom. A
seta indica o pico onde esperava-se obter PdT.
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Avaliacdo da interacdo mista como primeira etapa cromatogréafica de purificacdo de
PdT

A cromatografia de modo misto, também conhecida como multi-modal ou de interacédo
mista, explora mais de uma caracteristica da proteina para adsorcdo. Nesse trabalho, a Capto-
MMC foi avaliada como cromatografia negativa para realizagdo da primeira etapa
cromatogréfica. A resina foi equilibrada com tampdo acetato 20 mM pH 5,5 e a amostra de
entrada foi ajustada para 0 mesmo pH com &cido acético, deste modo a PdT fica com carga
negativa, 0 que promoveria sua recuperacao no flowthrough. A eluicédo foi feita em gradiente
linear crescente de 0 a 1 M de NaCl. A andlise dos resultados cromatogréaficos dessa primeira
abordagem experimental é apresentada na Figura 15, onde a eletroforese (A) e a tabela de
purificacdo (B) mostram que houve aumento da pureza de PdT de 7,5% da entrada para
16,7% no flowthrough (fator de purificacdo 2,2), porém a PdT foi recuperada de forma
diluida, com aumento de 7% do volume final em relagdo ao inicial. O cromatograma deste
experimento apresentou um pico de absorbancia no flowthrough de 3000 mAU, porém

nenhum pico de eluicdo (dados ndo mostrados).

B
Entrada Flowthrough

P.T. (mg/mL) 2.2 0,8
Volume (mL) 145 156

P.T. (mg) 320 130

Pureza (%) TS 17

PdT (mg) 24 22
Recuperacao (%) 100 90,5

20 S S
14 h" ‘ F.P. 1 2,2

Figura 15. Andlise dos resultados da cromatografia multi-modal em Capto-MMC, de modo negativo,
sendo (A) o SDS-PAGE e (B) a tabela de purificagdo. Aplicou-se ao gel de poliacrilamida 12% a
quantidade de 10 pg de proteina total. PM: padrao molecular; E: entrada; Ft: flowthrough; a seta
preta & direita indica a banda de PdT de 53 kDa. P.T.: proteina total; F.P.: fator de purificac&o.
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Avaliacéo da interacdo mista como segunda etapa cromatografica de purificacdo de PdT

Em seguida a Capto-MMC foi avaliada para adsor¢do da proteina de interesse por
interacdo hidrofobica e troca catidnica. Neste caso, a resina foi equilibrada com tampéo
acetato 20 mM pH 4,2, a amostra de entrada ajustada para o mesmo pH (atribuindo carga
positiva a PdT) e a eluicdo foi feita em gradiente descontinuo com 250 mM, 500 mM, 750
mM e 1 M de NaCl. Os resultados obtidos mostraram absorbancia a 280 nm de 1100 mAU no
flowthrough, porém nao foram observados picos durante a eluicdo em gradiente descontinuo
crescente de NaCl. Apds o gradiente, dois picos de eluicdo foram obtidos: um na fragdo 3Al
obtida com tampdo fosfato de s6dio 10 mM em pH 7,5 e o outro na fragdo Out 3 obtida na
limpeza da coluna com hidréxido de sodio 0,1 M (Figura 16). Nesses dois picos foi observada
a presenca de PdT (Figura 17).

A eluicdo de PdT, ou contaminantes, com elevadas concentra¢fes de NaCl ndo aconteceu
provavelmente porque as intera¢des hidrofobicas com a resina prevaleceram. Por outro lado, a
PdT foi eluida com a mudanca do pH de &cido para béasico, alterando a carga da proteina,
porém PdT ainda foi obtida na limpeza da coluna com NaOH, indicando a necessidade de
otimizar a etapa de eluicdo por pH. Portanto, a resina Capto-MMC mostrou-se um método

eficiente tanto como cromatografia negativa como para adsorcéo da PdT.
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Figura 16. Cromatograma da cromatografia multi-modal em Capto-MMC, de modo adsortivo,
equilibrada com tampéo acetato 20 mM pH 4,2 e elui¢do descontinua em degraus de 250 mM, 500
mM, 750 mM e 1 M de NacCl, seguida de eluicdo com tampao fosfato 10mM pH 7,5 e limpeza com
NaOH 0,1 M. Leitura de absorbéncia a 280 nm — linha azul, porcentagem do tampao de eluicdo com
1 M de NaCl - linha verde, condutividade — linha marrom. A seta indica o pico onde PdT foi eluida.
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Figura 17. SDS-PAGE das fragdes da cromatografia multi-modal em Capto-MMC, de modo
adsortivo, equilibrada com tampé&o acetato 20 mM pH 4,2 e elui¢do descontinua crescente em degraus
de NaCl, seguida de eluicdo com tampdao fosfato 10mM pH 7,5 e limpeza com NaOH 0,1M. Aplicou-se
ao gel de poliacrilamida 12% a quantidade de 10 pg de proteina total. PM: Padrdo Molecular; E:
Entrada; PO.: eluicdo com fosfato de sédio 10 mM pH 7,5; NaOH: limpeza da coluna com hidréxido
de s6dio 0,1 M; a seta preta a direita indica a banda de PdT de 53 kDa.

Avaliacdo da interacdo hidrofébica como segunda etapa cromatografica de purificacédo
de PAT

A cromatografia de interagdo hidrdfobica foi primeiramente avaliada como etapa seguinte
a cromatografia de troca anidnica. Essa cromatografia explora caracteristicas da proteina
diferentes das exploradas pelas cromatografias de troca i6nica, trata-se da hidrofobicidade ou
hidrofilicidade superficial. Para isso, a resina cromatografica deve ser equilibrada com um
tamp&o com elevada concentracdo de sal capaz de gerar um efeito salting out para expor 0s
residuos hidrofébicos das proteinas e, consequentemente, levar a sua interacdo com ligante da
resina. Durante a cromatografia, a aproximacéo da proteina ao ligante promovera uma tensao
gue para se manter estavel depende da reorganizacdo das moléculas de agua entre proteina e
ligante, mantendo-os unidos. A elui¢cdo portanto é realizada em tampéo sem sal, que diminuira
a forca estrutural criada pela organizacdo das moléculas de agua e também infuenciara na
exposicao superficial de aminoacidos hidrofobicos da proteina. Assim, as proteinas mais
hidrofilicas sdo eluidas primeiro, enquanto as mais hidrofobicas sdo eluidas por ultimo ou até

mesmo com solventes organicos.
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Diferentes resinas cromatograficas foram empregadas para avaliacdo da HIC. Todas elas
foram equilibradas e eluidas da mesma forma. As resinas testadas foram (i) Phenyl Sepharose
Fast Flow; (2) Phenyl Sepharose High Performance; (3) Py-ISO; (4) Py-C1; e (5) Py-PHE. A
composicao do pool de entrada derivou diretamente da eluicdo recolhida da cromatografia de
troca anionica. Foram empregados pools de eluigdo das cromatografias executadas em Q-
Sepharose com os seguintes tampdes: (i) tris 30 mM pH 7,4, (ii) fosfato de sédio 10 mM pH
6,8, (iii) bis-tris 10 mM pH 7,0, (iv) fosfato de sédio 20 mM pH 7,0 e (v) tris 20 mM pH 8,0.
A concentracdo de sal no tampao de equilibrio da HIC variou entre 0,5 M de NaCl para PY-
Cl e PY-ISO, que s&o mais hidrofébicas, e 2 M de NaCl para as 3 resinas Phenyl, para todas
as cinco colunas foi empregado tampé&o fosfato 20 mM em pH 7,0.

Utilizando a resina Phenyl-Sepharose Fast Flow, foi aplicado 186 mg de proteina total e a
PdT foi eluida em um pico largo entre as fracbes 3Al e 4B1 (Figura 18). A eletroforese
(Figura 19, A) e a tabela de purificacdo (Figura 19, B) mostram que dos 54,3 mg de PdT
aplicados na coluna, 32 mg (59%) foram recuperados no pico eluido a partir de 400 mM de
NaCl, com aumento da pureza de 29% (da entrada) para 67% (fator de pureza 2,3), porém a
capacidade de concentracdo foi baixa, pois 0 volume recolhido (188 mL) diminuiu somente

24% em relacgdo ao volume inicial (248 mL).
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Figura 18. Cromatograma da cromatografia de interacdo hidrofobica em Phenyl Sepharose Fast
Flow com eluicdo em gradiente linear decrescente salino. Leitura de absorbancia a 280 nm — linha
azul, pH — linha roxa, porcentagem do tamp&o de eluicdo sem sal — linha verde, condutividade — linha
marrom. A seta indica o pico de elui¢do de PdT.

A B
Do e o e Amostra_PT. (mg/mL) _ Volume(mL) PT.(mg) Pureza (%) PdT (mg) Rec.(%) F.P.
00 m— -
5 - Entrada 0,75 248 186 29 543 100 1,0
45.3;:j_,,b9'-':;‘-
N < == Flowthrough 016 355 56 1,2 0,4 08 0,1
0 A NS
3A1 0,1 20 2 67,5 1,3 25 23
20 & .
3 382 0,23 20 46 77 35 65 26
4B1 0,13 20 26 37 1,0 1.8 1,3

Figura 19. Andlise da cromatografia de interacdo hidrofébica em Phenyl Sepharose Fast Flow, sendo
(A) SDS-PAGE e (B) a tabela de purificagdo. PM: padrao molecular; E: entrada; Ft: flowthrough; P:
fracdo central do pico; 4B1: fracdo final do pico; a seta preta a direita indica a banda de PdT de 53
kDa. P.T.: proteina total; Rec.: recuperagdo de PdT; F.P.: fator de purificacao.

A cromatografia em Phenyl-Sepharose High Performance, realizada de maneira
semelhante a feita em Pheny-Sepharose Fast Flow (Figura 20), eliminou um contaminante
predominante, de ~44 kDa (seta vermelha), e assim houve aumento de pureza para 74% de

PdT na fracdo de eluigdo (Figura 21).
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Figura 20. Cromatograma da cromatografia de interacdo hidrofébica utilizando a resina Phenyl
Sepharose High Performance. Leitura de absorbancia a 280 nm — linha azul, pH - linha roxa,
porcentagem do tampéo de eluicdo — linha verde, condutividade — linha marrom. A seta indica a
fracdo central do pico.

Figura 21. SDS-PAGE das fragfes da cromatografia de interacdo hidrofobica utilizando a resina
Phenyl-Sepharose High Performance. Aplicou-se ao gel de poliacrilamida 12% a quantidade de 10
Mg de proteina total. PM: Padréo Molecular; E: Entrada; Ft: flowthrough; P: fragéo central do pico
no cromatograma; a seta preta a direita indica a banda de PdT de 53 kDa; a seta vermelha a direita
indica a banda de um contaminante de = 44 kDa.

As resinas cromatogréaficas Py-1SO, Py-C1 e Py-PHE, conforme Figura 22, mostraram-se
ineficientes como etapa de purificacdo para PdT, pois ndo apresentaram picos de elui¢do por
gradiente linear decrescente de NaCl. Talvez para essas resinas maior concentracdo de NaCl
no tampao de equilibrio fosse necessaria para permitir a adsor¢do da PdT ou a matriz em
silica tenha poros demasiadamente pequenos impedindo a interacdo com a resina. Desse
modo, € possivel concluir que a Phenyl-Sepharose FF ou HP foram as resinas que
apresentaram maior capacidade dindmica de interacdo com PdT, enquanto a PY-Phe, PY-ISO
e PY-C1 ndo ligaram PdT nas condi¢des empregadas. Como Phenyl-Sepharose HP foi a Gnica
gue eliminou a banda de = 44 kDa, € possivel concluir que ela foi a melhor opc¢édo para a

cromatografia de interacdo hidrofobica.
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Figura 22. Cromatogramas das cromatografias de interacdo hidrofébica utilizando as resinas PY-
Phe, PY-ISO e PY-C1, representadas nas cores azul, vermelho e verde, respectivamente. A
absorbancia a 280 nm, a % de NaCl e o pH de cada cromatograma estdo representados.

Avaliacdo da interacdo hidrofobica como primeira etapa cromatografica

Como alternativa a troca anidnica, avaliamos a possibilidade de empregar a cromatografia
de interacdo hidrofdbica como primeira etapa cromatogréafica, uma vez que as perdas de PdT
no flowthrough da Q-Sepharose FF foram relativamente elevadas. Para essa avaliacdo
aproveitamos uma das fracdo flowthrough da Q-Sepharose que ainda continha grande
quantidade de PdT, devido a sua alta similaridade com o Clarificado. Esta fracdo foi separada
em duas amostras de 75 mL cada para ajustar a concentracdo salinaem 0,5 M e 2 M de NaCl.
Apbs a adicdo de NaCl sob agitacdo, observou-se a formacdo de precipitado em ambas
amostras. Com o0 objetivo de avaliar se havia PdT no precipitado formado, aliquotas de ambas
amostras foram recolhidas, centrifugadas por 1 h a 16.100 g, o pellet formado foi
ressuspendido em agua destilada e tanto o sobrenadante quanto o pellet foram submetidos a
eletroforese. A Figura 23 mostra que o precipitado formado tanto com 0,5 M quanto 2,0 M de
NaCl contém predominantemente de PdT. Portanto, devido a precipitagdo de PdT em altas
concentragOes salinas, ndo é possivel realizar a cromatografia de interacdo hidrofébica como

primeira etapa cromatogréfica.
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Figura 23. SDS-PAGE das amostras ajustadas com 0,5 M ou 2,0 M de NaCl para entrada como
primeira etapa cromatogréafica na HIC. Aplicou-se ao gel de poliacrilamida 12% a gquantidade de 10
ug de proteina total. Os valores inferiores no gel referem-se a pureza relativa (%) de PdT medida por
densitometria. PM: Padrdo Molecular; Pose0: pellet das amostras ajustadas para 0,5 M e 2,0 M de
NaCl, respectivamente; Sgsr0: Sobrenadante das amostras ajustadas para 0,5 M e 2,0 M de NacCl,
respectivamente; a seta preta a direita indica a banda de PdT de 53 kDa.

Discussao

O processo de producdo se baseou inicialmente no cultivo da bactéria E. coli BL21(DE3),
portando o plasmideo pET28a com o0 gene para sintese da proteina PdT sem qualquer tag de
afinidade, em biorreator utilizando 6 L de meio de autoindugéo, no qual houve uma producéo
de biomassa Umida de 554 g, com PdT representando cerca de 50% do total de proteinas
sollveis. Entretanto, PAT também formou corpos de inclusdo, cujo contetdo proteico tinha
cerca de 80% de PdT. Para diminuir a formacéo de corpos de inclusdo, o cultivo em biorreator
foi feito a 25 °C, porém essa temperatura ainda ndo foi o suficiente, portanto temperaturas
mais baixas poderiam ser avaliadas. Essa possibilidade é sustentada na literatura como
demonstram Overton et al., em sua publicacdo de 2014, em que a variacdo para 20 °C do
cultivo de E. coli em biorreator aumentou significativamente a solubilidade de proteinas
recombinantes.

A composicdo do tampédo de lise empregado para ressuspender a biomassa antes do
rompimento celular interferiu na recuperacédo de PdT de forma sollvel, dentre as composicdes
dos tampdes testados o bis-tris pH 7,0, na concentragcdo 10 mM, mostrou-se o mais eficiente,
com 94% de PdT recuperada na forma soluvel e somente 6% na forma insoluvel. Neste
trabalho fizemos o rompimento celular combinando técnicas mecénicas e quimicas,

aumentando assim a eficiéncia de lise, como sugerido por Islam et al. em sua revisdo
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publicada em 2017, apresentando técnicas de rompimento celular de macro e micro escala. A
leitura da DO 600nm do homogeneizado pré e pds lise foi de 69,2 e 5,6, respectivamente.

A clarificacao, processo de separacdo dos debris celulares através da centrifugacdo, trata-
se de um método eficiente desde que o pellet formado apoOs a centrifugacdo caracterize-se
como firme, rigido, pois na separacdo deste do sobrenadante (vertendo o frasco) pode ocorrer
a mistura entre eles, sendo necessaria uma segunda centrifugacdo para certificacdo de
separacdo do clarificado corretamente, ou aumento da rotacdo para melhor compactagdo do
pellet, o que em escala industrial representaria aumento consideravel do custo da centrifuga.
Como este projeto pretende desenvolver um processo de producéo e purificacdo escalonavel,
um meétodo alternativo para a clarificacdo foi avaliado: filtragdo com SartoClear Dynamics,
sistema originalmente desenvolvido para produtos obtidos em células de mamiferos que é
composto por uma membrana filtrante e terra diatoméacea, um auxiliar de filtracdo que confere
maior rigidez a torta de filtracdo. A eficiéncia da separagdo por SartoClear depende do pH,
sendo que pH < 5,0 é recomendado, e da concentracdo de terra diatomécea. OS nossos
resultados mostraram que a diminuicdo de pH do homogeneizado para 5,0 promoveu a
agregacdo e consequente precipitacdo de PdT, enquanto a pH 7,0 a terra diatomacea néo
melhorou a filtragdo, tornando o processo inviavel. Portanto, dentre os métodos de
clarificacdo avaliados, a centrifugacao foi o mais eficiente.

Como a analise de cada uma das etapas do processo, tanto upstream quanto downstream,
requerem cada um deles uma média de 2 a 3 dias, a preservacdo da estabilidade da proteina
nesses intervalos precisa ser garantida, e para isso foram avaliados parametros como o pH no
qual as amostras contendo PdT seriam armazenadas. Os resultados mostraram que PdT
permaneceu soltvel na faixa de pH 4,0 a 8,0 ap6s a eluicdo da primeira cromatografia, porém
precipitou juntamente com outras proteinas quando o clarificado foi ajustado para pH < 5,5.
Além disso, amostras contendo PdT foram ajustadas para pH 9,5 para aplicacdo a
cromatografia de troca anionica em Q-Sepharose FF e ndo foi observada a formacdo de
precipitados de PdT nesse pH. Assim, é possivel concluir que cromatografias de troca
catibnica s6 podem ser empregadas no processo apds uma etapa prévia de purificacdo que
remova 0s compostos do homogeneizado responsaveis pela precipitacdo de PdT em pH
acidos.

O primeiro método cromatogréafico de purificacdo de PdT avaliado foi a cromatografia de

troca anidnica em Q-Sepharose FF. Inicialmente, as cromatografias realizadas em pH 7,0 a
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8,0 foram caracterizadas pela presenga de dois picos predominantes, grande quantidade de
PdT perdida no flowthrough e a PdT eluida ndo se apresentava mais pura do que quando
comparada com a pureza da Entrada. Os parametros ajustados do processo cromatografico
que corrigiram de forma substancial os problemas apresentados foram (i) o ajuste da amostra
de entrada para pH 9,5, 0 que aumentou a quantidade de aminoacidos carregados
negativamente, a interagdo de PdT com os grupos funcionais e a eficiéncia de adsorgédo de
PdT na resina; (ii) a diminuicdo da molaridade do gradiente de eluicdo de 1 M para 0,5 M,
que tornou mais seletiva a separacdo entre os contaminantes e PdT, que foi eluida com 0,5 M
de NaCl e pureza de 72%, quando comparada com a pureza de 45% da entrada. Uma
abordagem ainda a ser testada seria a eluicdo em gradiente descontinuo, que promoveria a
recuperacdo da fracdo mais pura de PdT de forma mais concentrada, ja que o volume de
tampdo com a concentracdo de NaCl desejada seria pré-determinado. Portanto, como etapa
cromatogréfica inicial, a cromatografia de troca anidnica mostrou-se uma técnica eficiente,
sendo necessario investir em sua otimizacéo.

A cromatografia de troca catidnica, que permite a separacdo de moléculas carregadas
positivamente, mostrou-se ineficiente para purificacdo de PdT quando executada como
cromatografia negativa, onde a proteina de interesse seria recolhida diretamente no
flowthrough, e os contaminantes deveriam ser adsorvidos a resina. Ndo somente PdT ndo foi
recuperada com pureza superior a entrada, assim como ndo houve adsorcéo de contaminantes
na resina, analisados pela auséncia de picos na eluicdo e auséncia de bandas na eletroforese.
Essa cromatografia poderia ser realizada com a diminuicdo do pH da amostra de entrada para
um pH &cido a fim de carregar PdT positivamente e promover sua adsorcao a resina, porém a
diminuicdo do pH do Clarificado levou a precipitacdo da molécula de interesse, tal como
explicado acima.

A interacdo mista para realizacdo da primeira etapa cromatografica com a resina CAPTO-
MMC foi empregada como cromatografia negativa e mostrou-se eficiente para purificacdo de
PdT, com fator de purificacdo de 2,2 da PdT recolhida no flowthrough, muito embora tenha
havido diminuicdo da concentracdo proteica e 0s contaminantes eventualmente adsorvidos
néo foram identificados, pois néo foram observados picos na eluicao.

Quando a Capto-MMC foi utilizada como segunda etapa cromatografica para adsorcao da
PdT por interacdo mista hidrofobica e troca catidnica, ndo foi possivel eluir PAT em gradiente

de sal, porém a PdT foi eluida quando o pH aumentou de 4,2 para 7,0, apresentando-se
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portanto como uma metodologia eficiente. Acredita-se que a PdT tenha sido adsorvida na
resina sobretudo devido a interacdo hidrofobica, caracteristica ausente nas resinas que s&o
somente de troca cationica, e que a eluicdo tenha ocorrido devido a troca cati6nica, pois a pH
7,0 a PdT passa a ter a mesma carga da resina. Resultados semelhantes aos nossos foram
obtidos por Holstein et al. em 2012, utilizando de ambas elui¢fes (salina e pH), para
purificacdo de uma mistura de proteinas. Esses autores sugeriram que uma maneira para
melhorar a separacdo empregando essa resina seria realizar a eluicdo por pH e eliminar a
etapa de eluicdo por NaCl.

Também como segunda etapa cromatogréfica, cinco diferentes resinas de interacdo
hidrofébica foram avaliadas, porém apenas Phenyl-Sepharose Fast Flow (FF) e High
Performance (HP) adsorveram PdT nas condi¢cGes empregadas. Essas resinas tém o mesmo
grupo funcional e diferem somente no didmetro médio das particulas: 90 um da FF e 34 um
da HP. O tamanho da particula influencia no nimero de pratos tedricos da coluna, quanto
menor a particula maior o nimero de pratos e melhor a resolugdo. Assim, a pureza obtida com
a utilizacdo da Phenyl-Sepharose HP foi maior devido a remocdo de um contaminante de
cerca de 44 kDa.

A preparacdo das amostras para avaliacdo da cromatografia de interacdo hidrofébica como
primeira etapa cromatogréfica resultou em formacdo de um precipitado que, quando avaliado,
mostrou ser composto majoritariamente por PdT com pureza relativamente alta (=73-77%),
portanto PdT precipitou em elevadas concentragdes salinas apenas quando em presenca de
grande quantidade de proteinas do hospedeiro, pois nenhuma precipitacdo foi observada nas
fragdes de eluicdo da cromatografia de troca aniénica empregadas para realizacéo da interagéo
hidrofébica como segunda etapa cromatografica. Apesar de ndo estar claro porque isso
aconteceu, essa precipitacdo poderia tanto dificultar como facilitar o uso da interacao
hidrofébica como primeira etapa cromatografica, uma vez que esta exige que seja adicionado
sal a amostra. Portanto, iremos explorar a capacidade de precipitacdo de PdT em altas
concentracdes de NaCl e sulfato de amonio, processo salting out, para avaliar a purificacdo de
PdT a partir do clarificado (Wingfield et al. 2001; Shumway et al. 1971), e caso seja possivel
solubilizar a PdT a partir desse precipitado, a amostra sera aplicada na resina de interacdo

hidrofobica.
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Conclus6es

Este trabalho teve como objetivo desenvolver o processo de producédo e purificacdo de
uma proteina intracelular da Streptococcus pneumoniae, a toxina pneumolisina, que se trata
de uma proteina cuja variacdo entre 0s sorotipos é de somente 3,3%, por isso foi gerada uma
variante geneticamente destoxificada, denominada PdT, para que pudesse ser futuramente
empregada como antigeno em uma nova vacina, de administracdo pulmonar, que oferecesse
protecdo duradoura e independente de sorotipos.

Para atingir esse objetivo foi necessario primeiramente realizar o cultivo de Escherichia
coli em biorreator para producéo da PdT. Os resultados mostraram que é necessario relizar o
cultivo em temperaturas mais baixas para aumentar a solubilidade de PdT. O processo de
purificacdo que melhores resultados apresentou € composto das seguintes etapas: (i)
rompimento celular em tampdo bis-tris 10 mM pH 7,0; (ii) clarificacdo através de
centrifugagéo a 17.000 g por 2 h; (iii) a cromatografia de troca anionica em Q Sepharose Fast
Flow com aplicacdo da amostra em pH 9,5 e eluicdo por gradiente crescente de NaCl e (iv) a
cromatografia de interacdo hidrofébica em Phenyl-Sepharose High Performance por gradiente
decrescente de NaCl. Para alcancar pureza acima de 95% a fim de usar essa proteina na
formulacdo de nanoparticulas para administracdo pulmonar, cada uma das -etapas
cromatograficas ainda precisa ser otimizada.

Alternativamente, os resultados também indicam que um segundo processo de purificacdo
seria viavel: (i) rompimento celular e clarificacdo idénticos ao anterior; (ii) precipitacdo da
PdT por salting out; (iii) solubilizacdo da PdT e aplicacdo em Phenyl Sepharose High
Performance e caso necessario (iv) uma cromatografia de troca ionica.

Esse trabalho reitera a importancia do desenvolvimento de processos para producdo de
novas vacinas, pois inutiliza-se um antigeno potente caso ndo seja possivel alcancar sua
producdo com a pureza adequada em um processo escalonavel e economicamente viavel, e
retoma a necessidade de investimentos e inovacdes nessa area como formas de auxiliar no
desenvolvimento de vacinas para prevencdo de doencas e para a melhoria da salde da

populagdo em geral.
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