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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a realizagdo de uma revisao da literatura especializada
abordando os principais aspectos das estratégias de indugdo da producdo de antigenos
recombinantes de Leishmania chagasi. A importancia no desenvolvimento de tais antigenos
fundamenta-se na necessidade de produzir proteinas recombinantes de interesse para a
farmacobiotecnologia em grandes quantidades, apresentando consideravel acao farmacologica
sem aspectos toxicoldgicos. A biotecnologia permite através da tecnologia do DNA recombinante
a geracao dessas proteinas, utilizando Escherichia coli como hospedeiro heterdlogo. Neste
sistema de expressao se faz necessario a aplicacao de estratégias de otimizagao, especialmente
em grande escala, dessa forma, o conhecimento a cerca do tipo de indutor, tempo de inducao e
concentracdo, bem como a influéncia que esta ultima exerce na cultura, sdo parédmetros que
poderdo influenciar positivamente no processo em si, mas também economicamente.

Descritores: Leishmaniose, Lactose, IPTG.

STRATEGIES FOR INDUCTION IN THE Leishmania chagasi RECOMBINANT
ANTIGENS PRODUCTION

ABSTRACT

This study aimed to conduct a review about the main aspects of the induction strategies in the
production of Leishmania chagasi recombinant antigens. The importance in the development of
such antigens is based on the need to produce in large scale of recombinant proteins. These
proteins may be important for farmacology, resulting in considerable pharmacological action
without or with less toxicological aspects. Biotechnology allows through recombinant DNA
technology to generate these proteins using Escherichia coli as heterologous host. In this
expression system is needed to use optimization strategies, especially in large scale production.
Thereby, knowledge about the type of inductor, its induction time and concentration and
concentration influence on the growing culture are parameters that may positively affect the
process itself as well its economic viability.

Keywords: Leishmaniosis, Lactose, IPTG.
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INTRODUGCAO

As doencgas negligenciadas sao um grande problema de saude publica no mundo,
por afetarem paises mais pobres e populagoes de baixa renda. O Brasil contribui com
a maior parte do encargo de doencas tropicais negligenciadas na América Latina e
Caribe (1). Essas enfermidades apresentam investimentos reduzidos em pesquisas e
producao de medicamentos, pois nao ha interesse por parte de empresas e laboratorios
devido a menores retornos financeiros. Assim, as pesquisas para tratamento, prevenc¢ao
e controle dessas doencas partem geralmente de investimentos governamentais e
iniciativas de universidades.

As leishmanioses pertencem a esse grupo das doengas negligenciadas,
representando atualmente um importante agravo na saude publica do Brasil. Segundo
dados do ano 2007 foram constatados 3505 casos, principalmente em criangas (2). A
doencga possui uma ampla distribuicdo geografica, principalmente nas regides tropicais
e subtropicais, onde a nivel nacional o Nordeste € particularmente afetado.

As leishmanioses sao um complexo de doencas causadas por protozoarios do
género Leishmania Ross, 1903 (3), onde no Brasil a leishmaniose visceral americana
(LVA) e causada pelo agente etiologico Leishmania chagasi. A transmissao da
leishmaniose para o hospedeiro vertebrado se da pela picada do mosquito infetado (4),
sendo as fémeas hematofagas.

Em areas endémicas do Brasil, as espécies de flebotamineas eram consideradas
silvestres por sua dependéncia de fatores ambientais, ja com a urbanizagdo da doenca
o vetor tornou-se adaptado as areas urbanas (5).

No cenario brasileiro, a importancia da leishmaniose se deve ao fato de
possibilidade de ocorréncia de formas graves da doenga quando associada ao quadro
de ma nutricdo e infecgdes concomitantes (6).

A droga empregada atualmente para o fratamento da leishmaniose é o
Glucantime, que apresenta elevada toxicidade. Dessa forma, tornou-se importante a
busca de novas drogas que possam contribuir ao tratamento da doenga, apresentando
consideravel eficacia e viabilidade econémica (7). Levando-se em consideragao a
necessidade da producédo de tais drogas, a biologia molecular vem a contribuir para a
producao de antigenos recombinantes expressos em microrganismos geneticamente
engenheirados.

Essa estratégia, cada vez mais utilizada na pesquisa e desenvolvimento de
vacinas e testes diagnosticos, consiste no isolamento e expressdo heterologa de
antigenos do agente etiologico. Essas proteinas, uma vez purificadas, podem ser
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utilizadas como ferramenta para obtengao de um diagnostico especifico, assegurando
maior sensibilidade e especificidade aos testes (6). Podendo ser também utilizadas para
a producao de vacinas de segunda geragao.

A partir da insergao da sequéncia do antigeno, por meio de vetores de expressao,
em celulas que serdao responsaveis por produzir a proteina do antigeno em escala
industrial, sera necessaria a utilizagdo de indutores. Esses indutores interagem com
promotores especificos e direcionam as células para produg¢ao do antigeno de interesse.
O emprego desses indutores deve ser otimizado para obtengd@o de concentragdes cada
vez maiores do antigeno recombinante.

Os sistemas de expressao em bactérias mais comumente utilizados sao baseados
no promotor do operon lac de Escherichia coli. O indutor natural desse promotor € a
lactose, que quando adicionada ao meio ira direcionar para a produg¢ao da proteina
recombinante. Contudo, vem sendo utilizada uma variedade de outros indutores para
esses sistemas de expressao, sendo 0s mais comuns o isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) e o metil-1-tio-B-D-galactosideo (TMG) (8).

Na perspectiva de uma reflexao a cerca dos aspectos gerais relacionados as
estratégias de indugao na produgao dos antigenos recombinantes de Leishmania
chagasi, a proposta dessa pesquisa foi analisar as melhores maneiras de aplicagao dos
indutores nos processos de producgao, possibilitando uma alternativa a otimizacao de

tais processos.

Leishmania

A Leishmania € o agente etiologico de varias enfermidades conhecidas como
leishmanioses que acometem humanos, animais silvestres e domesticos das regides
quentes e menos desenvolvidas do velho e novo mundo (5). A depender da espécie de
Leishmania, o individuo infectado pode apresentar manifestagdes cutaneas,
mucocutaneas, cutaneas difusas e viscerais (7). A doenga em sua forma mais grave
recebe a denominagéo de leishmaniose visceral americana (LVA) onde seu agente
etiologico é a Leishmania chagasi. O agente foi descrito inicialmente em 1937 (9), como
agente protozoario pertencente a familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania
(10). Esses parasitos apresentam dois hospedeiros durante seu ciclo de vida, sendo um
invertebrado, onde o parasita se desenvolve no tubo digestivo e o outro hospedeiro
vertebrado, onde o desenvolvimento ocorre nos tecidos (5). No tocante, tais parasitas
sao dimorficos, apresentando-se na forma amastigota (intracelular em vertebrados) e

promastigota (tubo digestivo dos vetores invertebrados) (11).
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Transmissao e ciclo evolutivo da Leishmania

A leishmaniose € transmitida pela picada dos flebotomineos fémeas, dos quais
cerca de 30 espécies sao encontradas em grande parte do mundo tropical e ao redor
do Mediterraneo (12). Sao insetos pequenos que pertencem a familia Psychodidae (13).
Sao conhecidos popularmente no Brasil por diferentes nomes que variam de acordo
com a ocorréncia geografica: tatuquila, mosquito palha, asa dura, birigui (7).

Apenas as fémeas deste inseto sdo hematofagas, picam os animais para se
alimentarem de seu sangue. A picada do inseto resulta em escarificagoes da epiderme,
seguida de rompimento de capilares (5). Durante o repasto sanguineo sobre o0s
vertebrados infectados o vetor adquire formas amastigotas do parasita, contidas em
macrofagos e monaocitos parasitados. No interior do intestino médio rapidamente ocorre
a ruptura das células, resultando na liberagao das formas amastigotas que, apos divisao
binaria se transformam em promastigotas arredondadas e de flagelo curto, onde nesta
forma se dividem intensamente, enquanto que a forma alongada de flagelo longo
apresenta um processo menos intenso de divisdo (14). O sangue que € ingerido
juntamente com as formas em divisao passara a se localizar no intestino medio do vetor,
abrigados pela matriz peritréfica, permanecendo por até 72 horas (3). Apos este tempo
a matriz se rompe e as formas promastigotas livres migram ao intestino anterior, onde
sofrem um processo de metaciclogénese, onde a forma nao infectante adquire
viruléncia. Durante os proximos dias os parasitas migram para a regiao do esoéfago,
faringe e valvula estomodeal (3) com isto, apos cada repasto sanguineo ao se fazer
esfor¢o, os musculos responsaveis pela succao relaxam, resultando no refluxo dos
parasitas e, consequente infeccao dos hospedeiros.

Como alternativa de fuga ao sistema imunologico do hospedeiro vertebrado, 0s
parasitas serao fagocitados pelos macrofagos. Internalizados no fagossomo, o parasita
se diferencia em amastigota como forma de sua sobrevivéncia biologica, iniciando um
processo de sucessivas divisoes binarias (14). O rompimento das células parasitadas
promove a saida das formas amastigotas para o espago intracelular, que serao
endocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), podendo cair na
corrente sanguinea ou linfatica, provocando as leses caracteristicas da doenca (3,5).

Os caes (Canis familiares) sao reservatérios naturais participando do ciclo de
transmissao e, apresentando alta taxa de infecgao (5), tendo sido considerado também
como outro reservatorio a raposa (Dusicyonvetulus) (15).
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LEISHMANIOSE

De acordo com Ministério da Saude (16) as leishmanioses sao consideradas
primariamente como uma zoonose podendo acometer o homem, quando este entra em
contato com o ciclo de transmissao do parasito. Segundo (17) entre as formas clinicas
das Leishmanioses, a Leishmaniose Visceral ou calazar € a forma mais grave, pois
guando nao tratada adequadamente resulta em elevados indices de letalidades. A
doenga é de alta letalidade se nao tratada e, apresenta aspectos clinicos e
epidemiologicos diversos e caracteristicos a cada regido de ocorréncia (14).

A doencga afeta as pessoas mais pobres, estando associados a desnutricao,
deslocamento da populagdo ou mesmo sistema imunoldgico fraco. Apresenta uma
estimativa de ocorréncia de 500 mil novos casos anualmente (18). Atualmente esta
presente em quase todo o territorio brasileiro, e seu controle mostra-se um desafio (19).

No relevante aos aspectos clinicos da doenga, as manifestagcdes expressam o
desequilibrio entre a multiplicagado dos parasitas nas ceélulas do sistema fagocitco
mononuclear (SFM), a resposta imunitaria do individuo e o processo inflamatorio (11).
A doenca pode ser classificada em trés formas de acorda com as manifestagdes clinicas
que causam: 1) forma assintomatica, caracterizada em pacientes com sorologia positiva
para Leishmania ou encontro do parasita nos tecidos, sem manifestagao clinica; 2)
forma oligossintomatica, carcterizada por sorologia positiva, com ocorréncia de febre,
hepatomegalia e esplenomegalia; 3) forma classica, quadro de evolugao mais
prolongado, caracterizado por febre, hepatoesplenomegalia acentuada,
micropoliadenopatia e anorexia (7,11,14).

Diagnostico e tratamento

O diagnostico € baseado nos sinais e sintoma e, em parametros epidemiologicos.
O diagnostico apenas fundamentado nos sintomas nao € confidvel, uma vez que a
doenga podera ser confundida com outras. A area endémica também devera ser
considerada no quadro diagnostico. Diante a semelhanga da leishmaniose com outras
doencas, deve-se utilizar os métodos clinicos associados aos métodos parasitologicos,
soroldgico e imunolégico (20): Método Clinico: baseia-se nos sinais e sintomas e pode
ser feito a partir da ocorréncia de febre baixa recorrente, anemia e, histéria de residéncia
em area idéntica (14,20). Método parasitologico: baseia-se na observagéo direta do
parasito em culturas do material de pung¢ao ou biopsias de orgdos linfoides em meios
proprios como Novy, Nicolle & McNeal (NNN), bem como em animais de laboratério
como camundongos e hamsters (5,14,20). Método sorolégico e imunolégico: no Brasil
0 teste mais usado € a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), empregando
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promastigotas de Leishmania fixos em laminas. O ensaio imuno-enzimatico Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), bem como a Reacao de Fixagcao do
Complemento (RFC), também sao bastante usados (5,20).

Desde os anos 40 o antimoénio pentavalente Glucantime vem sendo usado para o
tratamento, mesmo sendo toxico e ndao apresentando total certeza de cura para o
paciente (21). No Brasil como tratamento alternativo, sao usadas anfotericina B e suas

formulagdes lipossomais (20).

ANTIGENOS RECOMBINANTES

A partir de abordagens moleculares como no rastreamento de bibliotecas de
expressao de genes de Leishmania com 0 soro de animais e humanos infectados, houve
a identificacao de diferentes moléculas antigénicas com potencial ao controle de
leishmanioses (22). Algumas dessas moleculas descritas em trabalhos sao antigenos
proteicos, lipidicos e/ou glicidicos (23) a exemplo destas moléculas, a GP63, onde
pesquisas apresentam significativos resultados em animais expeirmentais (24), a LACK
(25) - do inglés Leishmania activeted C Kinase, a LeiF (26), homologa a proteina
ribossomal eucariotica e a proteina especifica de amastigota A2 (27). Estas moléculas
por apresentarem caracteristicas particulares sao capazes de estimular a resposta
imune do hospedeiro (23). No uso dessas moléculas, as estratégias devem ser
desenvolvidas para otimizar a selecao de antigenos voltados a prevengao e
imunodiagnasticos (27).

A indugao para a protecdo de sitios multiplos e distintos nos tecidos (bago, figado
e nodulos linfaticos) envolvidos nos mecanismos de patogenicidade da Leishmania
visceral (LV) € uma das estratégias para a mudanca no paradigma do tratamento de tal
doenca (28).

Uma vacina que produz protegao em modelos humanos e nao humanos contra a
LV possui mecanismo de agao que consiste no estimulo da produgao de interferon gama
(INF-y). O LelF € um gene da espécie de Leishmania com homologia ribossomal
eucariotica elFF4A, com potente capacidade para desempenhar a produgao de INF-y
nos tecidos dos nodulos linfaticos (27).

Os antigenos recombinantes 503 e 648 foram clonados em vetor de expressao
pQE-30 e analisadas em gel SDS-PAGE. Através dessa metodologia foram
determinados o tamanho e a massa molecular das proteinas, onde ambas possuem 56
e 24 kDa, respectivamente (27).
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ESTRATEGIAS DE INDUCAO

A indugao € conhecida como o fendmeno, pelo qual a transcrigdo de genes
estruturais de um operon aumenta em resposta a presencga de um substrato especifico
no meio. Isso se deve pelo fato de a sintese de uma proteina requerer grandes
quantidades de energia e recursos, tornando inviavel para célula a expressao de todos
0s genes presentes em seu DNA.

Com a aplicagdo da clonagem génica a biotecnologia tornou-se possivel a
producao de proteinas engenheiradas, bem como a obtengao de antigenos de interesse
para a farmacobiotecnologia. Quando da manipulagao correta das técnicas de clonagem
e do sistema de expressao e produgao, se estas forem executadas com éxito o resultado
sera a produgao de proteinas de interesse purificadas e em grandes quantidades.

De modo a obter elevadas concentragdes dos antigenos recombinantes na forma
soluvel e também reduzir custos de produgao, as muitas variaveis que influenciam a
expressao destas proteinas devem ser entendidas e controladas. Nos bioprocessos
envolvendo essas proteinas recombinantes, uma variavel importante, especialmente em
grande escala, é o indutor utilizado no sistema de expressao. Esses indutores tém um
alto impacto nos custos do processo e podem influenciar negativamente o crescimento
celular, devido a efeitos toxicos para as celulas hospedeiras (29).

A Escherichia coli, como hospedeiro heterdlogo para produzir antigenos
recombinantes, ainda € o sistema de expressao mais utilizado devido ao seu baixo custo
e elevado nivel de produgao. Entre os muitos sistemas de produgao disponiveis para
expressao heterologa, a E. coli continua a ser um dos mais atraentes devido a sua
capacidade de crescer rapidamente e em altas densidades celulares em substratos de
baixo custo, a sua genética bem caracterizada e a disponibilidade de um numero cada
vez maior de vetores de clonagem e novas estirpes (30).

Na regulagdo génica em E. coli um gene indutivel & aquele cuja transcricao &
ativada pela adicao de um indutor ao meio (31). Os indutores unem-se a sitios
especificos que podem esta localizado nas proximidades ao promotor, resultando no
favorecimento da transcricao pelo aumento da afinidade da RNA-polimerase (32) dessa
forma, tal composto quimico também apresenta a capacidade de regular a expressao
do gene. Isso pose ser uma vantagem para a produgao de proteinas recombinantes (31)
uma vez que € possivel o controle de sua sintese.

Com base no conhecimento detalhado sobre o operon lac de E. coli e seu facil
controle por indutores quimicos, os sistemas de expressao em bactérias mais
comumente utilizados sao baseados nesse sistema. O indutor natural do operon lac é a
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lactose, mas vem sendo utilizados uma variedade de outros indutores para esses
sistemas de expressao, sendo o mais comum o isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG) (8). Essas estruturas sdo ilustradas na Figura 1. A seguir sera feita uma
abordagem da utilizag@o dos indutores para produgao de proteinas recombinantes.

Lactose
IPTG o e
‘:H“a':'H CH3 | (@] 0
. 0 HO /| -
HO S—CHCH; N | . OH

'\ OH T -]‘-_OH /

| ’ _ "
OH OH o

Figurail: llustragdo das estruturas de isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) e lactose,
respectivamente. Adaptado de (33).

Inducao por IPTG

O IPTG € um dos indutores dos sistemas de expressao baseados no operon lac.
Esse indutor liga-se a proteina repressora, Lacl, levando a dimunui¢ao de sua afinidade
pela regiao promotora do operon lac, Figura 2 (8,34). Representa hoje um dos indutores
mais utilizados em sistemas de alta expressao, no entanto uma das grandes dificuldades
na indugao por IPTG é sua alta citotoxicidade, apresentando efeitos negativos no
crescimento celular (34).

lac
: repressor
inducer p
lac o ¥
repressor gene transcription
: | —
DNA DNA

Figura 2: Esquema que ilustra o sistema de express@o baseado no operon lac, onde mostra o
indutor ligando-se & proteina repressora, permitindo assim, a indugéo da transcrigdo do gene.
Adaptado de (35).

A forma de indugao por IPTG empregada varia tanto em concentragdes do indutor,
fase da indugdo, temperatura e tempo de indugdo. Sendo que essas condicbes devem
ser testadas e otimizadas, pois dependerao da proteina a ser produzida, da estirpe de
E. coli, do meio de cultivo, entre outros fatores que s@o especificos de cada processo.

As condigbes mais utilizadas para expressao de proteinas recombinantes sao uma
concentragao de 1 mM de IPTG a uma temperatura de 37°C e 6 horas de indugao
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(30,34). No entanto, tem sido observado em varios trabalhos (29,30,36) que a utilizagao
de menores concentracoes de IPTG sao capazes de induzir sem impacto negativo na
quantidade de proteina produzida.

Conforme estudos realizados (37) existeuma tendéncia linear de aumento da
atividade da enzima B-galactosidase variando a concentragcao de IPTG até 1,0 mM, para
além do qual foi atingido um platé. Esse resultado foi atribuido provavelmente a titulacao
completa da proteina repressora Lacl pelo IPTG, de tal modo que IPTG adicional nao
aumentaria a transcrigao do gene lacZ de forma significativa (36).

Outros autores (29,30) demonstraram que a concentragao do indutor pode ser
reduzida em 10 vezes, utilizando uma concentragao de 0,1 mM de IPTG sem impacto
negativo na expressdao. Em ensaios para produgcao de amidase variando-se a
concentracao de IPTG, foi observada que a maxima atividade da enzima, baseada na
concentragao da proteina e na biomassa, foi obtida numa concentracdo de 400 uM de
IPTG (36). A quantidade tambeém pode ser calculada em fungdo da massa seca, sendo
a quantidade utilizada de 100 mg de IPTG por grama de massa seca (38).

Essas sao observagdes importantes, considerando que se menores quantidades
de indutor puderem ser usadas para obter alta expressdo da proteina heterdloga o
processo de producao torna-se mais barato. Adicionalmente, é conhecida a influéncia
negativa do IPTG no crescimento celular, o que pode ser minimizado utilizando menores
quantidades do indutor (8).

Outro fator a ser analisado é o instante ideal para indugdo. E consenso que o
melhor instante & durante a fase exponencial, considerando que a adi¢ao de IPTG ainda
na fase lag (3 h de cultivo) inibe o crescimento celular. A indugdo no inicio da fase
exponencial (Sh) € capaz de gerar maiores quantidades da proteina recombinante
guando comparada a indugao na metade da fase exponencial (8 h) (36). Mesmo tendo
sido observado que o efeito negativo nas taxas de crescimento celular € maior quando
a adicao do IPTG ocorre no inicio da fase exponencial do que se adicionado apenas ao
fim da fase exponencial (39), ainda é preferivel a indugdo no inicio da fase exponencial
pela geracao de maior quantidade da proteina recombinante.

Alguns autores (29,30), baseiam-se na densidade otica a 600 nm (DOsponm) da
cultura para determinar o instante da indugao, utilizando DOsoonm entre 0,65 a 0,85 para
indicar o inicio da fase exponencial e instante ideal para adi¢gdo do indutor.

Outra variavel a ser otimizada € o tempo de indugdo, sendo encontrados na
literatura valores diferentes para esse parametro, como 6 horas de indugao para as
condigbes mais usuais, 4 horas (29) e 16 horas (30).
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Em um trabalho (29) foi observado que temperaturas mais baixas e tempos de
indugao mais longos aumentaram a produgao de PsaA em E. coli recombinante. Assim,
foram estabelecidas as seguintes condigdes para indugao: 25°C, 0,1 mM de IPTG e 16
horas de indugdo. Nessas condigbes, quando comparadas as condi¢des usuais (1 mM
de IPTG a 37°C e 6 h de indugdo), foi obtido um aumento de 5 a 6 vezes na produgao
da PsaA e uma produtividade de 45 mg.L-".h-".

Considerando todo o exposto, observa-se que todas essas condigdes devem ser
otimizadas para cada processo em especial, tendo em vista que as condi¢des ideais
variam para cada proteina recombinante a ser produzida.

Embora seja frequentemente argumentado que o custo do IPTG limita a utilidade
dos promotores baseados no sistema do operon lac, isto € raramente um problema para
produtos de alto valor agregado. O problema mais grave que étoxicidade do IPTG pode
ser contornado atraves da utilizacéo de lactose como indutor ou fazendo utilizagao de
variantes termossensiveis do repressor Lacl proteinas que permitem a indugao termica
da sintese de proteinas recombinantes (40). Assim, os promotores baseados no operon
lac sao ainda o sistema mais utilizado para expressao de proteinas recombinantes.

Inducao por Lactose

Um indutor alternativo ao IPTG € a lactose, que inativa o repressor pela ligagao
de um metobdlito da lactose, a alolactose. A indug¢ao por lactose apresenta algumas
vantagens como o seu menor custo em relagao ao IPTG, servir simultaneamente como
fonte de carbono e ndo inibir o crescimento celular.

Entretanto, apesar do menor custo e menor toxicidade, a lactose apresenta uma
maior dificuldade quando se pretende estabelecer condigbes ideais de indugao. Isso
ocorre justamente pelo fato de ela servir como indutor e como fonte de carbono e energia
(34).

Em alguns trabalhos s@o observadas eficacias de indugcao semelhantes para
lactose e para o IPTG. Poréem, devem ser estabelecidas as condigdes ideais para
inducao pela lactose. (34).

No trabalho de (41) a partir de colonias isoladas em meio solido, iniciou o cultivo
em meio liquido incubando o durante uma noite a 37° C sob agitacao a 200 rpm (em
shaker) utilizando uma concentragao de lactose no meio de cultura com DOsgomm de 0,6
onde foi utilizada a inducao por lactose 28 mM, onde testou-se a indugao por lactose,
analisando o consumo e a expressao de rFPspA1 e observou que o consuma da lactose
foi da aproximadamente 45%, podendo ser comparavel ao obtido com IPTG.
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Pesquisadores (38) utilizaram uma estratégia na qual o cultivo foi dividido em duas
fases: uma fase de crescimento e uma fase de indugdo. Na fase de indugdo foi
adicionada em pulsos no biorreator uma solugao na concentragao de 370 g/L de lactose.
Nesse trabalho foram obtidos menores valores de Jp, 0 que pode ser importante para o
dobramento correto da proteina na sua estrutura terciaria. Além disso, também tem sido
demonstrado que o controle da disponibilidade da fonte de carbono é realizado de uma
forma natural pelas células, que tém de decompor a lactose, depois de ter absorvido a
partir do ambiente extracelular. Enquanto que a utilizagao de IPTG como indutor exige
estratégias especificas de alimentacao de glucose. Assim, para a proteina estudada a
lactose se mostrou como o indutor mais apropriado.

Na substituigdo do IPTG pela lactose, que é muito mais barata e natural, € possivel
obter uma maior produgao da proteina rhKGF-2, nesse caso ha melhoria substancial na
produtividade bacteriana e na solubilidade da proteina alvo (42).

Inducao a partir do IBCG

Na tecnologia do DNA recombinante € necessario um sistema de regulacao para
controlar a expressao de genes exogenos introduzidos, e este requisito € geralmente
alcangado por meio de um gene induzivel. O Isobutil-B-C-galactosideo (IBCG) € um dos
compostos quimicos utilizados nas estratégias de indugao. Para comparar a capacidade
do C-glicosideo em relagao ao IPTG na indugao da expressao de proteinas, tem-se
realizado ensaios (35) com proteinas florescentes, utilizando GFP (green fluorescente
protein) como marcador para determinar a atividade de do gene, bem como para
estudos em em culturas bacterianas, o EGFP (green flourescent protein) e
particularmente util, uma vez que € nao toxica para a célula.

Em ensaios em cultura com EGFP os ensaios foram significativos em células
induzidas tanto por IBCG quanto por IPTG, ambos a uma concentracgao final de 5,78
mM (35). Mostrando que apods tempos de indugao superiores a 4 horas a fluorescéncia
de células com IBCG foi maior.

Inducao por TMG

A estabilidadede do operonlac em Escherichia coli tem sido amplamente
estudada, onde com base em conhecimentos a cerca do sistema de expressao e de
experimentos, € possivel a percepgao da estabilidade promovida por indutores (8,43).
Nesta perspectiva, o metil-1-tio-B-D-galactosideo (TMG) também € relatado nas
estratégias de indugdo da expressao de proteinas recombinantes.
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A resposta da expressao ao TMG tem sido avaliada em populagdes de E. coli
marcadas com GFP, submetidas a uma analise de fluorescéncia. Em experimentos (44)
células foram cultivadas em overnight em sacarose, com indugao de 1 mM de TMG e
sem inducao, diluidas em meios definidos. Os resultados mostraram que apos 20 horas
de crescimento, as células induzidas mostraram uma fluorescéncia 100 vezes maior.

Em estudo realizado para comparar os efeitos do TMG e IPTG, foi demonstrado
gue ambos sdo semelhantes, no referente a expressao de proteinas, exceto pela
possibilidade do IPTG poder ser utilizado em concentragdes dez vezes menores (8).
Neste mesmo estudo, os indutores foram adicionados em diferentes concentragdes
guando o crescimento celular atingiu a fase exponencial.

Analisou-se também o efeito quanto a velocidade de crescimento celular, onde a
taxa de crescimento celular de uma estirpe de E. coli caiu com o aumento das
concentragdes de TMG, de 0,53 h-' com 50 mM de TMG para 0,31 h-' com 1000 mM de
TMG (8), nao sendo relatado esse efeito com o IPTG.

CONCLUSAO

A partir do levantamento bibliografico realizado, € possivel concluir que no
processo de producgao de antigenos recombinantes muitas vezes o rendimento obtido
nao é satisfatorio, sendo necessaria a aplicagao de estratégias para sanar este
problema. Dessa forma, a utilizagdo de indutores torna-se essencialmente viavel, uma
vez que este composto € capaz de regular a expressao do gene trabalhado. Foi
verificado que varios indutores sao utilizados para esta finalidade, dentre eles: o IPTG,
Lactose, IBCG e o TMG. Entretanto, o IPTG apresenta-se como o mais utilizado, onde
por meio da analise de alguns ensaios descritos na literatura as condigoes de seu uso
NOS processos sao em uma concentragao de 1 mM a uma temperatura de 37°C e 6
horas de indugao.
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