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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito de duas estratégias de inducao (pulso e
adicao gradual) com IPTG na expressao do antigeno 503 de Leishmania infatum chagasi em E.
coli. No ensaio em batelada, o IPTG foi adicionado ao cultivo na concentracao final de 1 mM. Na
batelada alimentada, 0,2 mM do indutor foi adicionado a cada hora, totalizando uma
concentracao final de 0,8 mM. O procedimento de inducao por pulsos de IPTG indicou um
incremento de aproximadamente 49% na producdo de biomassa quando comparado em
batelada. Pode-se concluir que a estratégia de indugdo empregando pulsos de IPTG (batelada
alimentada) foi mais eficaz na expressao do antigeno 503 quando comparado & estratégia de
batelada simples. A eficacia da estratégia de indugéo foi confirmada por eletreforese.
Descritores: Inducao, IPTG, Leishmaniose

EFFECTS OF STRATEGY OF INDUCTION IN THE PRODUCTION OF
ANTIGEN 503 Leishmaniachagasiinfatum IN RECOMBINANT E. coli

ABSTRACT

The aim this study was evaluated the effect of two induction strategies (pulse and gradual
addition) with IPTG in the expression of 503 antigen of Leishmaniainfatumchagasi in E. coli. In
the test batch, IPTG was added to the culture at a final concentration of 1 mM. In fed-batch, 0.2
mM of the inducer was added every hour, reaching a final concentration of 0.8 mM. The procedure
of induction by pulses of IPTG indicated an increase of approximately 49% in biomass production
compared to batch. The results showedthat the strategy ofinduction using pulses of IPTG (fed-
batch) was more effective for 503 antigen expression when compared to the simple batch
strategy. Efficacy of the induction strategy was confirmed by electrophoresis.

Keywords: Induction, IPTG, Leishmaniose
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INTRODUGCAO

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) constitui um problema de saude
publica, assim como em parte dos continentes americano, asiatico, europeu e africano.
A importancia da Leishmaniose levou a Organizagao Mundial de Saude (OMS) a inclui-
la entre as seis doengas consideradas prioritarias em seu programa de controle (3). E
uma antroponose em expansao no Brasil, as espécies podem produzir manifestacdes
cutaneas, cutaneas difusas, mucocutaneas e viscerais (6).

Nos ultimos dez anos, a média anual de casos de LVA foi de 3.379 casos e a
incidéncia de 1,9 casos por 100.000 habitantes. Os dados epidemiologicos revelam a
periurbanizacao e a urbanizagdo da LVA em diversas cidades brasileiras, dentre elas
Natal, no Rio Grande do Norte, Maranhao e Piaui (14).Em 2010, a regidao Nordeste
representou a maioria dos casos (47,1%), seguida pelas regiées Norte (18%), Sudeste
(17,8%), Centro-Oeste (8,6%) e Sul (0,1%). Este aumento foi registrado em 21 Unidades
Federativas, atingindo as cinco regioes do pais (14).

A LVA é causada pela espécie Leishmania chagasi, parasita intracelular
obrigatorio (13). No Brasil a LVA apresenta perfil epidemioloégico variado devido a fatores
fisiogeograficos, climaticos, biologicos e caracteristicas sociais que podem variar de
acordo com a regiao do pais (12).

Com o alto custo e toxicidade das drogas utilizadas no diagnostico e na cura da
leishmaniose, torna-se imprescindivel buscar alternativas eficazes e menos invasivas
ao organismo humano (18). Ha um empenho particular na produgao de antigenos por
meio de microrganismos recombinantes tendo em vista o aproveitamento em soros e
vacinas (4), e o uso da bactéria Escherichia coli como sistema de expressdo apresenta-
se como uma alternativa viavel. Uma vez que a E. coli € um microrganismo bastante
estudado e explorado, principalmente na producéo de proteinas recombinantes. Isso se
deve ao fato de a E. coli ser bem caracterizada em termos de genética molecular,
fisiologia e sistemas de expressao (5).

A expressao de genes implantados em linhagens de E.coli, muitas vezes,
necessita de indugao, podendo ser realizada por compostos como o Isopropil-1-tio-B-D-
galactopiranosidio (IPTG), um indutor equivalente, a lactose sendo a fonte de carbono
e um forte indutor quimico utilizado largamente nos processos em que estéo envolvidos
a inducao de promotores (15), representando uma das moléculas indutoras mais

utilizadas nos mais variados sistemas de expressao heterologa (28).
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Pesquisas relatam que formas de inducao tornam-se um parametro importante na
otimizagao da expressao da proteina recombinante. A maioria dos pesquisadores
aperfeicoou a estratégia de indugdo variando a dose de indugao (1-25), tempo de
inducao (8), além de temperatura, condigdes de aeragao, composi¢cao do meio de cultivo
e o indutor empregado. Existem poucos relatos na melhora do rendimento do produto,
alterando o modo de adi¢ao de indutor, por exemplo, de modo descontinuo alimentado,
ou descontinuo (16-20).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo estudar o efeito de duas
estratégias de indugdao com IPTG (batelada e batelada-alimentada) nas mesmas
condigdes de temperatura, pH e velocidade de agitagéo, com a finalidade de otimizar o
crescimento celular e a expressao da proteina 503 de interesse da Leishmaniainfatum
chagasi expresso em E. coli.

MATERIAL E METODOS

Microrganismoutilizado nos ensaios

Utilizou-se uma cepa de E. coli geneticamente modificada para expressao do
antigeno 503 de Leishmania i. chagasi apresentando uma cauda (‘tag”) de seis residuos
de histidina em sua terminacao e o peso molecular do antigeno 503 € de 56 kDa (13).
Esta construgao foi gentilmente cedida por Mary Wilson (University of Lowa, USA) e
Daniella A. Martins (Universidade Federal do Rio Grande do Norte-UFRN).

Antibioticos utilizados

Os antibioticos foram adicionados ao meio de cultivo com a finalidade de
selecionar somente as bactérias que continham o antigeno. As solugdes de antibioticos
foram preparadas com agua deionizada e esterilizadas por filtracdo em membrana de
0,22 ym em condic8es assepticas, e apos esterilizacao foram armazenadas a -20°C. A
concentragao de trabalho do antibiotico ampicilina foi de 0.1 g/L e Kanamicina de 0.025
g/L (23).

Meio de cultivo e preparo do Inoculo

O meio utilizado foi 0 2xTY (16 g/L triptona, 10 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl,
pH 7.0), esterilizado em autoclave a 121°C, durante 20 minutos (7). Esse meio foi
suplementado com antibioticos ampicilina (0.1 g/L) e kanamicina (0.025 g/L), (23).

O estoque das cepas de Escherichia coli contendo o antigeno 503 foi armazenado
a -80°C em microtubos com glicerol a 50%. Para ativacdo do microrganismo, 200 pL do
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microtubo foi transferido assepticamente para Erlenmeyer contendo50 mL do meio
2XTY, previamente esterilizado e suplementado com os antibioticos. Esse cultivo inicial
foi realizado em incubador rotativo (37°C e 200 rpm), por 12 horas, sendo este o inoculo
dos bioensaios conduzidos em biorreator (23).

Cultivo em biorreator de bancada com ensaios induzidos por IPTG realizados em
batelada e batelada-alimentada

O trabalho foi realizado em um biorreator com capacidade para 2L (Biostat B, B.
Braun Biotech, Alemanha) providos de sistemas de controle de temperatura, pH,
velocidade de agitagado e vazéo de aeragao. Em biorreator, 1350 mL do meio de cultivo
(2xXTY) foi inoculado com 150 mL de in6culo na fase exponencial de crescimento. No
cultivo, o pH do meio foi mantido em 7,0 £ 0,1 através da adicao automatica de uma
solugao de NHsOH 25% ou HCI 1N, e com vazao de aeragao mantida constante na faixa
de 1,0 - 1,5 vvm, a 400 rpm e 37°C.

A inducao foi realizada no inicio da fase exponencial de crescimento, quando a
densidade optica inicial (OD 600nm) atingiu 0,5 (fase log). Duas estratégias de indugao
com IPTG (batelada e batelada alimentada) foram avaliadas. No ensaio em batelada,
o IPTG(22) foi adicionado ao cultivo na concentragao final de 1mM. Na batelada
alimentada, 0,2 mM do indutor foi adicionado ao meio de cultivo, a cada hora durante o
periodo de 4 horas, totalizando uma concentragao final de 0,8mM de IPTG (19-26).
Aliquotas foram coletadas a cada hora durante um periodo de até 7 horas, para analises
da biomassa, proteina intracelular e expressao do antigeno 503. As células foram
submetidas a centrifugacao (centrifuga Eppendorf 5415D) a 13.000 rpm por 30 minutos,
e no precipitado foi determinado a biomassa por peso seco a 80°C, obtendo peso
constante, e em seguida as células foram rompidas para analise da proteina intracelular.
O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentragao de proteina extracelular,
sendo as proteinas intracelular e extracelular quantificadas pelo método de Lowry (10).

Concentracao celular (X) e Lise da parede celular

O crescimento celular foi mensurado de acordo com a absorbancia do meio de
cultura no comprimento de onda de 600 nm e por massa seca (g/L)(17).

Em relacdo a lise da parede celular foi utilizado um tampao de lise a base de uréia
(NaH:POs 100 mM, ureia 8 M, Tris-Cl 10 mM a pH 8.0), onde as células foram
armazenadas em banho de gelo por 15 minutos, e posteriormente ressuspendida em
tampao de lise a base de uréia homogeneizando por 60 minutos em vortex. Os residuos
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foram removidos por centrifugacé@o (Eppendorfcentrifuge 5415 D) a 16100x g por 30
minutos, e as proteinas intracelulares analisadas.

Purificacao do antigeno 503 de Leishmania i. chagasi

Apos centrifugacao do fermentado, o sobrenadante foi submetido ao processo de
purificacao onde a expressao das proteinas fusionadas em cauda de histidina
possibilitou a purificagao do antigeno 503 em cromatografia de afinidade. Na purificagao,
as amostras foram submetidas a cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(IMAC) (Qiagen, Valencia, CA) utilizando coluna de Niquel-Sepharose (“NiSepharose
High performance” GE Healthcare), a quantificagcdo da proteina de interesse (10), e
qualitativamente por eletroforese (9). A expressao da proteina de interesse foi analisada
por SDS-PAGE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da estratégia de inducao por IPTG em cultivo em batelada

A Figura 1A apresenta o crescimento celular do clone 503 de E. coli cultivado em
meio 2xXTY (37°C e 400 rpm) induzido por IPTG em biorreator. Pode-se observar
auséncia da fase lag, indicando uma rapida adaptacao da bactéria ao meio 2xTY. Para
essas condigdes, a maxima concentragao celular obtida foi de 5,63 g/L, no instante de
5 horas de cultivo, resultados similares aos obtidos por outros autores (23).

A Figura 1B mostra o perfil da proteina intracelular para o clone 503 induzido por
pulso unico de IPTG em biorreator. O procedimento de indugao com IPTG foi realizado
no inicio da fase exponencial de crescimento, apos 1 hora de cultivo, em que a
concentragao celular era de 4,19 g/L.

Quanto a expressdo, observa-se que a maxima concentragao (0,049 g/L) da
proteina ocorre no instante em a indugao foi realizada. A literatura relata (11-24) que as
condigdes fisiologicas do microrganismo no instante da inducao é fator importante para
viabilizar a sintese de proteinas recombinantes.

O IPTG é um indutor que atua somente bloqueando o repressor produzindo gene
lac [, e apresenta livre penetragao na célula mesmo na presenga de fontes de carbono
como a glicose, tendo seu uso muito difundido na literatura, ainda que seja um indutor

oneroso (21).
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Figura 1.A: Perfil do crescimento celular (-) para o clone 503 cultivado em meio 2xTY em
biorreator a 37°C e 400 rpm, induzido por IPTG. B:Perfil da proteina intracelular (¢) para o clone
503 cultivado em meio 2xTY em biorreator a 37°C e 400 rpm, induzido por IPTG.

A Figura 2 apresenta o SDS-PAGE com a analise da expressao do antigeno 503
de Leishmania i. chagasi durante o cultivo E. coli recombinante em meio 2xTY induzido
por pulso unico de IPTG onde pode-se observar a expressao do antigeno 503
de Leishmania i. chagasi . Nota-se que a proteina eluida apresentou bandas com baixa
nitidez indicando o baixo nivel de expressao da proteina.
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Figura2: SDS-PAGE analise da expressao do antigeno 503 de Leishmania i.chagasi durante o
cultivo de E.coli recombinante em meio 2xTY induzido por 1 mM de IPTG. Linha (1): Marcador;
Linha (2): Proteina Eluida no instante da inoculagao (Oh); Linha (3): Proteina Eluida 1h; Linha
(4): Proteina Eluida 2h; Linha (5): Proteina Eluida 3h; Linha (6): Proteina Eluida 4h; Linha (7):
Proteina Eluida 5h; Linha (8): Marcador.

Avaliacao da estratégia de inducao por IPTG utilizando pulsos (batelada
alimentada)

Para avaliar a estratégia de inducao empregando IPTG em batelada alimentada,
adicionou-se 0,2 mM do indutor a cada hora de cultivo durante 4 horas. O procedimento
de indugao por pulsos de IPTG foi iniciado na fase exponencial de crescimento, no
instante correspondente a 1 hora de cultivo, em que a concentragdo celular era de 3,16
g/L.

Nesta estratégia obteve-se a maxima concentragao celular de 8,40 g/L as 5 horas
do cultivo (Figura 3A). Este resultado indica um incremento de aproximadamente 49%
na producao de biomassa quando comparado com o procedimento em cultivo em
batelada que atingiu a concentragao maxima de 5,63 g/L, como relatado anteriormente
na Figura 1A. Tal fato evidencia que a estrategia em batelada alimentada com pulsos
de IPTG parece ser mais eficiente no que se refere ao crescimento celular. O gue indica
o potencial da estratégia, tendo em vista a importancia de altas densidades celulares
em processos que envolvem a sintese de proteina recombinante.

Quanto a expressao da proteina (Figura 3B), obteve-se uma concentracao
maxima de 0,168 g/L as 6 horas de cultivo. Pode-se observar um incremento de 3 vezes
na expressao da proteina intracelular quando comparado com a estratégia em batelada
(Figura 1B), reforcando o indicativo do potencial da estratégia de batelada alimentada
com pulsos de IPTG para o processo, quando comparado com 0s ensaios em batelada.
A inducdo também é dependente da quantidade do indutor disponivel para a célula,
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sabendo-se que com 0 aumento da quantidade do indutor, mais rapida € a resposta da
célula na producéo de proteina (27). E interessante notar que ao adotar-se a estratégia
de batelada simples adicionou-se 1,0mM de IPTG em um unico pulso, enquanto que na
estratégia de batelada alimentada adicionou-se apenas 0,8 mM fracionados em 04
pulsos de 0,2 mM. Entretanto a batelada alimentada proporcionou um incremento de 3
vezes na quantidade de proteina obtida, sugerindo que a forma de adi¢do do indutor
pode ser também relevante para o processo de sintese da proteina pelas células.
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Figura 3. A:Perfil do crescimento celular (-) para o clone 503 cultivado em meio 2xTY em
biorreator a 37°C e 400 rpm, induzido por pulsos de IPTG. B: Perfil da proteina intracelular (¢)

para o clone 503 cultivado em meio 2xTY em biorreator a 37°C e 400 rpm, induzido por pulsos
de IPTG.
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A Figura 4 apresenta a expressao do antigeno 503 de Leishmania i. chagasi por
SDS-PAGE durante o cultivo em batelada alimentada. Observou-se bandas mais nitidas
(Linhas 3,4,5,6) em relacao a proteina eluida quando comparada com a estratégia em
batelada (Figura 2), mais um indicativo de que tal estratégia foi mais eficaz na indugao
da proteina 503. A expressao da proteina de interesse foi confirmada por eletroforese,
pela visualizagao de bandas proteicas com massa molecular de aproximadamente 56
kDa.
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Figurad:SDS-PAGE analise da expressao do antigeno 503 de Leishmania i. chagasi durante o
cultivo E. coli recombinante em meio 2xTY induzido por pulsos de IPTG totalizando 0,8 mM.
Linha (1): Marcador; Linha (2): Proteina Eluida 1h; Linha (3):Proteina Eluida 2h; Linha (4):
Proteina Eluida 3h; Linha (5): Proteina Eluida 4h; Linha (6): Proteina Eluida 5h; Linha (7):
Proteina Eluida 6h; Linha (8): Proteina Eluida 7h.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a estratégia de indugao
empregando pulsos de IPTG (batelada alimentada) fracionando-se a quantidade total
de indutor adicionado em diferentes instantes ao longo do cultivo, foi mais eficaz na
expressao do antigeno 503 quando comparado a estratégia de batelada simples, onde
todo o indutor € adicionado em um unico instante, mesmo sendo a quantidade total de
indutor adicionado em pulsos fracionados inferior a quantidade adicionada na estratégia
de pulso unico. A eficacia desta estrategia de indugao é também confirmada pela
visualizagao de bandas proteicas mais nitidas na eletroforese, com massa molecular de
aproximadamente 56 kDa .
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