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1. INTRODUCAO

Com o advento das técnicas de DNA recombinante surgiram novas e
eficientes metodologias para producéo de vacinas farmacéuticas através da utilizacéo
de Escherichia coli, células de mamiferos ou leveduras (CLARK; CASSIDY-HANLEY,
2005). Entretanto para a producéo de proteinas em sistemas heterélogos utilizando
E.coli sdo necessarios inUmeros passos para extracao, purificacdo e solubilizacédo
das proteinas expressas em corpos de incluséo, tornando o processo demorado e
oneroso. Um estudo realizado previamente pelo nosso grupo tém proposto a
utilizacéo das células inteiras inativadas de E. coli (bacterinas recombinantes)
diretamente na imunizacao de animais (MOREIRA JR, 2016). Dentre as vantagens
desse processo, podemos citar a eliminacao das etapas de purificacdo das proteinas
recombinantes, aumento da resposta imunolédgica pela utilizacdo de adjuvantes de
baixo custo e diminuicdo dos custos de producédo das vacinas se comparado as
proteinas recombinantes purificadas.

Entretanto, o uso de antigenos recombinantes nao purificados oriundos de
Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) inativados necessitam uma maior
avaliacdo quanto a biosseguranga, uma vez que a presenca de genes de resisténcia
a antibidticos presentes nos vetores de expressao podem trazer riscos ao ambiente
pela possibilidade de conjugacéo entre os micro-organismos. Tendo conhecimento
desta problematica, tém-se buscado metodologias que sejam eficazes tanto na
inativacdo da bactéria recombinante quanto do gene de resisténcia contido no vetor.

O formaldeido (CH20) é um composto incolor com odor forte, que possui
propriedades antibacterianas e antifingicas. A inativacdo quimica por formaldeido
tem sido utilizada em processos de detoxificacdo nas industrias farmacéuticas devido
a capacidade de modificar a conformacao de proteinas sem destruir 0s sitios
imunogénicos das mesmas (ANDERSEN, 2007).

O timerosal (CoHsHgNaO2S) € um composto organomercurial que possui
caracteristicas antifingicas e antimicrobianas, geralmente é utilizado como
conservante nas etapas iniciais de producao de vacinas e medicamentos. A acao
antimicrobiana do timerosal esta relacionada com a liberagéo do etilmercuario apos a
separacao do tiomersal em etilmercurio e tiosalicilato. Estudos tém demonstrado a
capacidade do timerosal em provocar alteracées no DNA, sendo portanto um
possivel inativador do gene de resisténcia (BASKIN, 2003).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi testar os compostos
formaldeido e timerosal como potenciais inativadores de cepa de E.coli
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recombinante e do gene de resisténcia contido no vetor, fazendo com que 0 processo
se torne seguro e compativel com as normas de biosseguranca empregadas na
producdao industrial.

2. METODOLOGIA

O vetor de expressao pET/d foi utilizado para transformar a cepa E. coli BL21
(DE3) StarTtm, por choque térmico, cultivado em caldo Luria Bertani (LB)
suplementado com 100 [1g/ml de canamicina e mantido em agitador orbital (37 °C,
180 rpm) até atingir densidade otica & 600 nm (DOsoo) entre 0,6 - 0,8, seguido de
inducéo da expressao da proteina recombinante com 0,5 mM de IPTG (Isopropil B-D-
1-thiogalactopiranosideo) por 4 horas. ApGs a expressao, o cultivo foi quantificado
(UFC/ml) e fracionado em 4 frascos erlenmeyers com 150 ml de cultivo cada. Para
avaliar a inativacao do cultivo da expressao da proteina rHcD foi utilizado 0,2% (v/v)
de formaldeido (1); 0,8% (v/v) de formaldeido (2); 0,01% de timerosal (3) sendo um
cultivo mantido né&o inativado (4) como controle do processo.

Os cultivos foram mantidos por 7 dias em agitador orbital (37 °C, 180 rpm)
sendo coletados 15 ml de cada frasco apos 1, 3, 5 e 7 dias, para avaliar a eficacia da
inativacdo em relacdo ao tempo de exposicdo. Posteriormente, foi realizada a
extracdo do DNA plasmidial das amostras coletadas, sendo o produto das extragdes
utilizado para verificar a presenca de DNA através de eletroforese em gel de agarose
0,8%, transformar a cepa E.coli BL21 DH50 por choque térmico e como DNA
template na amplificacdo mediante reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
primers especificos para o gene que codifica para a proteina rHcD.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA plasmidial extraido das amostras coletadas durante o experimento foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio,
onde foi possivel constatar a presenca do plasmideo apenas no grupo controle, ndo
sendo observado nos grupos tratados com formaldeido ou timerosal. Através da
técnica de PCR com primers especificos e utilizando o DNA extraido das amostras
como template, foi possivel amplificar o gene hcD em todas as amostras coletadas no
grupo controle (4) e no inativado com timerosal 0,01% (3). No cultivo inativado com
0,2 % de formaldeido (2) foi possivel observar a amplificacdo nas amostras dos dias
1 e 3 de exposicao e no cultivo inativado com 0,8% de formaldeido (1) houve
amplificagdo somente na amostra do dia 1.

Apoés, os plasmideos foram utilizados para transformar a cepa E.coli DH5a, por
choque térmico, sendo possivel observar crescimento de transformantes somente
nas amostras coletadas no grupo controle (4), durante os 7 dias de experimento. A
inativacdo dos cultivos € confirmada pela auséncia de crescimento bacteriano apos
plagueamento de 100 [JL dos cultivos em agar LB (37 JC, 24 h), 24 h ap0s a
exposicao. Nos cultivos inativados com formaldeido (grupos 1 e 2) néo foi observado
crescimento de células viaveis, porém, a inativacdo com 0,01% de timerosal (3) ndo
foi suficiente para inibir o crescimento bacteriano.
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4. CONCLUSAO

Os resultados demonstram a capacidade do formaldeido em inativar a cepa de
E.coli BL21 (DE3) STAR™ apds 24 h de exposicdo. Quanto a inativacdo dos
plasmideos, a exposi¢cdo a uma concentracdo de 0,8% (v/v) de formaldeido foi capaz
de inativar o plasmideo e impedir a transformacao em cepas de E. coli DH5a
guimiocompetentes. Da mesma forma, mesmo em condi¢cdes experimentais
utilizando a técnica de PCR para amplificacdo de sequéncias especificas de DNA, a
exposicao a 0,8% (v/v) de formaldeido por 3 dias ou a 0,2% (v/v) de formaldeido por
5 dias, foram capazes de interferir e impedir a amplificacdo da sequéncia alvo.

Tendo em vista o potencial uso de vacinas recombinantes ndo purificadas e o
fato de ndo haver um método padronizado para avaliacdo da inativacao para
derivados de OGMs, nosso grupo de pesquisa busca desenvolver metodologias
capazes de avaliar o emprego de agentes para inativacao tanto das bactérias
empregadas na expressao da proteina recombinante quanto dos plasmideos
presentes nas formulagdes vacinais, fazendo com que o0 processo se torne seguro e
compativel com as normas de biosseguranca empregadas na producéo industrial.
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