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1. INTRODUCAO

Clostridium botulinum é uma bactéria patogénica, Gram-positiva, em forma
de bastonetes e formadora de enddsporos. Produtor de neurotoxinas botulinicas
(BoNTSs), é encontrada no solo, dguas e pode estar presente em alimentos. Sua
capacidade formadora de enddsporos Ihe assegura sobrevivéncia em situacdes
adversas (WENTZ et al., 2018). As BoNTs, de acordo com YARI et al. (2012),
sintetizada pela familia dos sete toxinotipos (A-G), sdo responsaveis por
intoxicacdo alimentar, ocasionando uma doenc¢a neuroparalitica conhecida como
botulismo.

A utilizacdo de proteinas recombinantes como antigenos vacinais contra as
toxinas botulinicas tem sido demonstrada como método profilatico eficaz (CUNHA
et al., 2013; GIL et al.,, 2013; MOREIRA JR. et al., 2016). Para a producédo de
proteinas recombinantes, a Escherichia coli € um sistema eficaz, de genoma bem
caracterizado, com capacidade de crescimento rapido, altos niveis de expressao
e comumente utilizada como sistema hospedeiro ideal. A técnica de alta
densidade celular (HCDC) oferece varias vantagens, como a reducao do volume
de cultura, dos efluentes da fermentacdo e do investimento em equipamentos,
além de menores custos de producéo. A fermentacdo em batelada aparece como
um método eficaz na producdo em maiores escalas, tendo como vantagem a
manipulacdo da taxa de crescimento, mantendo-a constante ou variavel (YARI et
al., 2012).

Estudos anteriores do grupo de pesquisa mostraram a eficacia das proteinas
recombinantes produzidas em agitador orbital. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi comparar a expressédo da BoNT/D em cultivos em agitador orbital e em
alta densidade celular em biorreator de bancada.

2. METODOLOGIA

A sequéncia codificadora (CDS) da BoNT D foi sintetizada e clonada em
vetor pET28a (Epoch, Life Science) (MOREIRA JR. et al., 2016), e posteriormente
expresso em Escherichia coli BL21 (DE3)™, sendo transformadas através de
choque térmico, inoculada em 10 mL de caldo LB suplementado com 100 pg/mL
de canamicina e incubadas a 37 °C por 16 h em agitador orbital. Como
preparacdo ao processo fermentativo, as células transformadas foram estriadas
em agar LB (16 h a 37 °C) e 10 clones foram selecionados para avaliagdo da
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expressdo. Resumidamente, uma colbnia foi repicada em 10 mL de caldo LB
suplementado com 100 yg/mL de canamicina (16 h, 37 °C a 180 rpm). Um mL
desse cultivo foi utilizado para inocular 10 mL de caldo LB suplementado com o
respectivo antibiotico e cultivado nas condi¢des supracitadas até DOesoonm = 0,6 —
0,8, no qual, foi induzida a expresséo da proteina recombinante utilizando IPTG,
por 3 h. A analise da expresséo dos clones recombinantes foi avaliada através de
SDS-PAGE 12% e WB utilizando anticorpo monoclonal (mAb) anti-His6x. O
melhor clone foi selecionado, as sementes preparadas (DOesoonm = 2) € estocadas
a-70 °C em 1% (g/v) peptona e 30% (v/v) de glicerol.

. Para cultivo em agitador orbital procedeu-se a expressdo em 450 mL de LB
contendo canamicina, incubado nas mesmas condicbes supracitadas e a
expressao de proteina foi induzida com 1 mM de por 3 h.

Para cultivo em biorretor, o pré-inoculo foi preparado em 6 Erlenmeyer
contendo 20 mL de meio M9 (15 g/L de glicose, 4 g/L MgS04.7H20, 3,5 g/L de
(NH4)2S04, 30 g/L de K2HPO4, 15 g/L de KH2PO4, 2 g/L de acido citrico, 0,5 g/L
de NaCl e 1,5 mL/L de solucdo de elementos tracos), e foram inoculados com as
sementes (cultivadas 16 h, 37 °C a 180 rpm), posteriormente, centrifugado e
ressuspendido em 50 mL.

O inoculo foi preparado em biorreator de bancada utilizando cuba com
volume util de 2 L contendo 450 mL de meio M9 e inoculado com 50 mL de pré-
in6culo. As condi¢cBes de fermentacdo foram 37 °C, 1 vwm e agitacdo controlada
com oxigénio dissolvido a 40% de saturacdo. Aliquotas foram retiradas nos
tempos de 0 e 12 h (consumo total de glicose).

A batelada alimentada foi realizada utilizando cuba com volume util de 4 L
contendo 1,8 L de meio M9 o qual foi inoculado com 200 mL do cultivo anterior,
sob as mesmas condi¢des supracitadas. Apdés o consumo total da glicose (12 h),
foi iniciada a alimentacdo exponencial com solucdo de glicose (500 g/L), até
DOsoonm = 100, quando a expressdo da proteina recombinante foi induzida com
0,5 mM IPTG por 3 h. Aliquotas foram retiradas nos tempos de 0, 12 h (inicio da
batelada alimentada), 18 h (6 h apds inicio da batelada alimentada) e 21 h (3 h
apos inicio da inducéo).

As aliquotas foram analisadas quanto a concentracdo de glicose,
crescimento microbiano (UFC/mL) e andlise da expressédo por SDS-PAGE 12% e
WB.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fermentacdo, a DOsoonm inicial do inoculo foi de 1,0 atingindo apos 12 h
de cultivo DOsoonm = 20, no momento da inoculagéo da batelada alimentada a
DOeoonm = 2, até atingir a DOsoonm final de 100, em 21 h (Tabela 1). As
concentracbes de células viaveis ao longo do cultivo estdo demonstradas na
Tabela 2.

Tabela 1 - DOsoonm €m relacéo ao tempo de cultivo.

TEMPO (h) 0 12 0 12 18 21

DOsoonm 1 20 1 20 100 100

Tabela 2 — Concentracdo de células viaveis e estabilidade do vetor pET28a ao
longo do cultivo (UFC/mL)
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TEMPO (h) Estabilidade UFC/mL
: . P6s-indugdo Sp? 2 x 107
Agitador orbital CPp? 2% 107
In6eulo 0 SP 3x108
CP 12 x 108
12 SP 3x10°
CP 9x10°
0 SP 0,9 x10°
Fermentacao cP 1,3 x10°
12 SP 0,4 x10°
CP 1,7 x 10°
~ SP 1,4 x 1010
Expressao 21 cp 1.1 x 1010

1SP — Células sem plasmideo; 2CP — Células com plasmideo

Neste experimento a estratégia de alimentacdo com solucdo de glicose foi
utilizada para obter uma alta biomassa e, portanto, uma alta concentracdo de
BoNTD recombinante apds inducdo com IPTG. Como a maioria das proteinas &
acumulada intracelularmente em E. coli, a produtividade da proteina recombinante
€ proporcional a densidade celular final e a alta biomassa pode ser alcancada
pelo método HCDC. A avaliagdo realizada através da técnica de WB indicou a
expressao da proteina recombinante de interesse, com uma massa molecular de
50 kDa (Figura 1).

Figura 1. Western blotting quantificacdo da (A) e em biorreator de bancada (B).
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A - Expressao de rBoNT/D em agitador orbital; 1 - 5 pL do extrato de Escherichia
coli BL21 (DE3)/pET28abontD apds 3 h de expressao; 2 - 10 L do extrato de E.
coli BL21 (DE3)/pET28abontD apds 3 h de expressdo; 3 — 400 ng rBoNTD
purificada; 4 - 800 ng rBONTD; 5 - 1200 ng rBoNTD; 6 - 1600 ng rBoNTD; 7 - 2000
ng rBoNTD; 8 - 2400 ng rBontD.

B - Expressao de rBoNT/D em biorreator de bancada. 1 - 10 pL do extrato de E.
coli BL21 (DE3)/pET28abontD apos 3 h de expressao; 2 - 10 yL do extrato de
Escherichia coli BL21 (DE3)/pET28abontD nao induzido; 3 — 4000 ng rBoNTD
purificada; 4 — 3200 ng rBONTD; 5 — 2400 ng rBoNTD; 6 — 1600 ng rBoNTD; 7 —
800 ng rBoNTD.

Na batelada alimentada, a concentracdo de rBoNT/D foi de 20 pg/mL, apés 3 h de
inducdo com 0,5 mM de IPTG, enquanto que, em agitador orbital o rendimento foi
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de aproximadamente 100 pg de rBoNTD/mL de cultivo com a mesma
concentragéo de indutor. De acordo com os dados do artigo e com 0 n0sSso
experimento, acreditamos que a concentracao de rBoNT/D tenha sido menor em
biorreator devido ao tempo de indugéo, que, talvez, precise ser maior ou o IPTG
em maior concentracao. Maiores estudos deverao ser realizados, a fim de refinar
a técnica e chegar ao resultado desejado.

4. CONCLUSOES

Concluimos que, este experimento apresenta um importante relato da
expressdo da neurotoxina botulinica D em E. coli recombinante através da técnica
em evidencia. Os resultados sdo aplicaveis e extremamente uteis na expressao
de BoNTs recombinantes em biorreator de bancada, como uma vacina mais
eficaz e segura contra o botulismo, sendo mais atrativa e comercialmente mais
rentavel, visando a producdo mais simples. Este estudo também pode evidenciar
e fornecer condigcbes adequadas para a producdo de outras proteinas
recombinantes em biorreator.
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