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RESUMO

A producdo de biofarmacos, incluindo componentes vacinais, envolve o cultivo de células,
nas quais o produto é sintetizado, seguido por uma sequéncia de etapas de recuperagao e
purificacdo cuja finalidade é eliminar as impurezas e obter o produto com a pureza necessaria
para uso terapéutico. Os custos das operacbes de purificacdo variam de 20 a 80% da
despesa global do processo de obtencdo de produtos biotecnolégicos, sendo o fator
determinante do preco da mercadoria final. No presente trabalho, foi realizada uma série de
estudos para o desenvolvimento de um processo de purificacdo menos complexo e
dispendioso da Proteina A de Superficie Pneumocadcica (PspA4Pro), componente promissor
para a formulacdo de vacinas antipneumocdcicas, produzida por células de ClearColi®. Essa
linhagem de Escherichia coli é geneticamente modificada, isenta de atividade endotdxica,
oferecendo menos risco de reacdes adversas causadas pelas endotoxinas presentes nas
linhagens convencionais de E. coli recombinante. O desenvolvimento de processos de
purificacdo da proteina de interesse, sem a adi¢éo de tag, presente em clarificados celulares
reais, permitindo seu escalonamento e sua aplicacdo em processos industriais, foi o principal
objetivo do trabalho. Todas as biomassas utilizadas nos estudos foram obtidas em cultivos
de ClearColi® realizados anteriormente, estando disponiveis in loco. Foi utilizada uma
abordagem baseada na modelagem e simulagdo da principal etapa da purificacdo, a
cromatografia de troca anidnica, para a selecédo das condi¢cfes 6timas de operacdo, sendo
uma estratégia inovadora, econémica e mais rapida se comparada ao método de tentativa e
erro utilizado em trabalhos anteriores para melhorar a eficiéncia do processo. Inicialmente,
foram realizadas simulagbes do modelo matematico desenvolvido anteriormente para
descrever a purificacdo da PspA4Pro obtida em cultivo de E. coli convencional por
cromatografia de troca anidnica, as quais descreveram adequadamente as fracdes eluidas
durante a purificacdo da mesma proteina obtida em cultivos de ClearColi®. Novas simulagdes
do modelo foram entdo realizadas para definir estratégias promissoras de purificagdo, as
guais foram conduzidas no Laboratério de Desenvolvimento de Vacinas do Instituto Butantan,
em S&o Paulo. Ao todo, foram executados seis processos de purificagdo, tendo como
principais etapas: o rompimento celular por meio de um homogeneizador de alta presséo,
com a presséo de operacdo variando entre 500 e 1200 bar; precipitacdo com brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) a 0,1% em massa por volume; clarificagdo por centrifugacdo a
10000 rpm por 1 hora a 10°C; cromatografia de troca aniénica do clarificado celular em resina
Q-Sepharose acoplada a um cromatégrafo Akta Avant 150 e crioprecipitagdo a pH 4,0 por um
tempo minimo de 24 horas a -20°C. O método do acido bicinconinico (BCA) foi utilizado para
a quantificacdo de proteinas solluveis totais e 0 SDS-PAGE para a obtencdo da pureza da
proteina de interesse com o uso da densitometria de bandas. O protocolo de eluicdo com
concentracdes de 100, 250 e 1000 mmol.L* de NaCl foi aplicado, por ter se destacado como
0 mais eficiente de acordo com os resultados da simulagdo da cromatografia de troca
anidnica realizada. Adotando-se essa estratégia de operacdo para a etapa cromatogréfica,
seguida do fracionamento da eluicdo na qual foi utilizada a concentracdo intermediaria de
NaCl e realizando-se, ainda, a crioprecipitacdo das subfra¢cdes iniciais da eluicdo mencionada
foi possivel atingir purezas acima de 95% da PspA4Pro. O trabalho revelou ainda que a
obtencao de purezas mais elevadas da proteina desejada pode vir acompanhada de valores
de recuperacdo mais baixos.

Palavras-chave: ClearColi®; purificacédo; cromatografia de troca anidnica; PspA4Pro.



ABSTRACT

The production of biopharmaceuticals, including vaccine components, involves the cultivation
of cells in which the product is synthesized, followed by a sequence of recovery and
purification steps which purpose is to eliminate impurities and obtain the product with the purity
required for therapeutic use. The costs of purification operations vary from 20 to 80% of the
overall cost of the process of obtaining biotechnological products, and are the determining
factor in the price of the final product. In this study, a series of studies were carried out to
develop a less complex and expensive purification process for Pneumococcal Surface Protein
A (PspA4Pro), a promising component for the formulation of anti-pneumococcal vaccines,
produced by ClearColi® cells. This Escherichia coli strain is genetically modified, free of
endotoxic activity, offering less risk of adverse reactions caused by the endotoxins present in
conventional E. coli strains. The development of purification processes for the protein of
interest, without the addition of a tag, present in real cell clarification, allowing it to be scaled
up and applied in industrial processes, was the main objective of the work. All the biomass
used in the studies were obtained from previous ClearColi® cultivations and were available on
site. An approach based on modeling and simulation of the main purification step, anion
exchange chromatography, was used to select the optimum operating conditions, an
innovative, economical and faster strategy compared to the trial and error method used in
previous works to improve process efficiency. Initially, simulations of the mathematical model
developed previously to describe the purification of PspA4Pro obtained in conventional E. coli
culture by anion exchange chromatography were carried out, which adequately described the
fractions eluted during the purification of the same protein obtained in ClearColi® cultures. New
model simulations were then carried out to define promising purification strategies, which were
conducted at the Vaccine Development Laboratory of Butantan Institute in S&o Paulo. Six
purification processes were carried out, with the main stages being: cell disruption using a
high-pressure homogenizer, with the operating pressure varying between 500 and 1200 bar;
precipitation with cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) at 1 mg.mL?; clarification by
centrifugation at 10000 rpm for 1 hour at 10°C; anion exchange chromatography of the cell
clarified on Q-Sepharose resin coupled to an Akta Avant 150 chromatograph and
cryoprecipitation at pH 4.0 for a minimum of 24 hours at -20°C. The bicinchoninic acid (BCA)
method was used to quantify total soluble proteins and SDS-PAGE was used to obtain the
purity of the protein of interest using band densitometry. It was used the elution protocol with
concentrations of 100, 250 and 1000 mmol.L* of NaCl, which proved to be the most efficient
according to the results of the anion exchange chromatography simulation. By adopting this
operating strategy for the chromatographic stage, followed by fractionation of the elution in
which the intermediate concentration of NaCl was used and cryoprecipitation of the initial sub-
fractions of the elution mentioned, it was possible to achieve purities over 95% of PspA4Pro.
The work also showed that obtaining higher purities of the desired protein can be accompanied
by lower recovery values.

Keywords: ClearColi®; purification; anion exchange chromatography; PspA4Pro.
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1 INTRODUCAO

Streptococcus pneumoniae, agente causador de patologias como pneumonia,
sinusite e meningite, € um micro-organismo Gram-positivo capaz de se ligar a lacto-
ferrina, glicoproteina componente do sistema imune inato, impedindo a sua a¢ao bac-
tericida (SENKOVICH et al., 2007). Sua membrana celular é recoberta por uma cap-
sula de polissacarideos, a qual é o principal fator de viruléncia, cuja estrutura é res-
ponsavel pela definicdo dos diferentes sorotipos existentes (MADHI; PELTON, 2008).

A imunizacao por meio de vacinas antipneumocacicas é a forma mais eficaz
de prevencédo das doencas causadas por S. pneumoniae. Todas as vacinas existen-
tes no mercado sdo formuladas com a combinacao de polissacarideos de diferentes
sorotipos, conjugados ou ndo a uma proteina, e apresentam cobertura limitada. Para
gue a cobertura de imunidade seja ampliada, uma nova vacina esta sendo desenvol-
vida para o mercado nacional, com a finalidade de conjugar os polissacarideos dos
trés sorotipos prevalentes no Brasil (14, 6B e 1) com a proteina A de superficie do
pneumococo (PspA), presente na parede celular do pneumococo e exposta em sua
capsula polissacaridica (BARAZZONE et al., 2011), que é a molécula-alvo do pre-
sente trabalho.

A producéo de proteinas recombinantes em larga escala envolve o cultivo do
micro-organismo produtor da proteina de interesse, seguido por uma sequéncia de
etapas de purificacdo para obtencédo do produto dentro das especificacdes definidas
para insumos farmacéuticos. Esses processos de purificagcdo contribuem com até
80% dos custos totais de producédo (BANKI et al., 2005). Embora potencialmente
aceitaveis para produtos de alta qualidade, esses custos representam um obstaculo
para a fabricagcdo em grandes quantidades de vacinas para beneficiar populacées
inteiras em paises com diferentes potenciais de investimento. Portanto, o
desenvolvimento de processos de purificacdo simples e confiaveis para proteinas
recombinantes representa um objetivo importante na producéo de vacinas.

De maneira geral, a purificacdo da proteina de interesse ndo € uma tarefa
simples. O extrato celular clarificado obtido ap6s as primeiras etapas do processo de
purificagdo € uma mistura complexa, contendo varias proteinas diferentes, além da
proteina de interesse, juntamente com outros componentes celulares soltveis (como

polissacarideos, DNA e RNA). Tags (ou caudas, em portugués) sdo estruturas



guimicas frequentemente adicionadas a proteinas recombinantes durante a clonagem
para facilitar o processo de purificacdo em escala de bancada. Podem ainda contribuir
para melhorar o rendimento da purificacdo, aumentar a solubilidade e auxiliar o
redobramento das cadeias proteicas. No entanto, as tags podem ter efeitos
prejudiciais como alteracdo da conformacao das proteinas, mudanca da atividade
biolégica e toxicidade (ARNAU et al., 2006). Além disso, a presenc¢a das tags no
produto final ndo é permitida pelas normas das agéncias reguladoras. Portanto,
etapas adicionais precisam ser incluidas nos processos de purificacdo em larga
escala para remocao das tags, que podem possuir custos elevados.

Desta forma, no presente trabalho, estudou-se o desenvolvimento de
processos de purificacdo da proteina de interesse sem a adi¢cdo de tag, permitindo
seu escalonamento e sua aplicacdo em processos industriais.

Uma das etapas dos processos de purificacdo desenvolvidos no trabalho é a
cromatografia de troca anidnica, processo de alto custo devido ao alto valor de
mercado da resina cromatografica (FIGUEIREDO, 2014).

Em razéo do fato mencionado, é interessante o estudo direcionado a modela-
gem e simulacdo desta etapa como estratégia para identificar pontos de otimizacao
de pureza e rendimento. Por meio da modelagem, é possivel realizar a descri¢do do
processo com equacfes matematicas visando a representar os comportamentos ad-
sorventes das proteinas e os fenbmenos de transferéncia de massa. O modelo gerado
pode entdo ser empregado para simular diferentes condi¢des de operacéo da croma-
tografia de troca anibnica, gerando grande quantidade de dados, com minimo esforco
experimental (BENEDINI, 2019).

Assim, neste projeto de pesquisa foi utilizada uma estratégia inovadora base-
ada na modelagem e simulacéo da cromatografia de troca anidnica para a purificacao
de PspA4Pro obtida de cultivos de ClearColi®, uma linhagem recombinante de Esche-
richia coli isenta de atividade endotdxica. As condi¢cdes experimentais foram selecio-
nadas a partir dos estudos in silico da cromatografia de troca anibnica, objetivando
maximizar a pureza (BENEDINI et al., 2020).

Os objetivos especificos do trabalho incluiram:

- A avaliagdo da influéncia das condi¢des de cultivo para a obtencédo da bio-

massa no desempenho dos processos de purificacéo;



- A analise do desempenho do modelo desenvolvido por Benedini (2019) para
a cromatografia de troca anidnica de clarificados celulares da E. coli convencional na
descricéo dos clarificados celulares da ClearColi®;

- A comparacao de diferentes estratégias de execucédo da etapa de cromato-

grafia de troca anionica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Proteina A da superficie de pneumococo (PspA)

A PspA é uma proteina presente na parede celular da bactéria patogénica
Streptococcus pneumoniae, cujos resultados de protecdo da vacina resultante em
diversos modelos animais sdo muito promissores (FIGUEIREDO, 2014).

Ela € encontrada em todos os isolados de pneumococos. Trata-se de uma
molécula responsavel pela viruléncia da bactéria. Estd ancorada na parede
bacteriana, com parte de sua superficie exposta para além da capsula (FIGUEIREDO,
2014).

Seu tamanho varia de 67 a 99 kDa, dividida em 5 diferentes areas: um peptideo
sinal de exportacdo; uma regido N-terminal em a-hélice; uma regiéo rica em prolina;
uma regido com uma repeticdo de 20 aminoacidos, altamente conservada; e uma
porcdo C-terminal com poucos residuos hidrofébicos, como mostra a Figura 1
(YOTHER et al., 1992).

Figura 1 — Estrutura da PspA.
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Fonte: Adaptado de Yother et al. (1992).

A PspA foi dividida em 3 familias com base na homologia e no alinhamento da
sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal imediatamente anterior a area rica
em prolina, a regiao definidora de clado (CDR).

As familias foram subdivididas em 6 clados. A familia 1 inclui os clados 1 e 2;
a familia 2, os clados 3, 4 e 5; e a familia 3, o clado 6. A maior parte dos isolados

expressa PspA de familia 1 ou 2, com raros pneumococos com PspA de familia 3



(HOLLINGSHEAD et al., 2000).

Comprovou-se que a PspA de clado 4 (PspA4) e a PspA de clado 5 (PspA5)
induzem anticorpos com alta reatividade cruzada com as outras PspA, mediando a
deposicdo de moléculas do sistema complemento na superficie da bactéria. Estas
duas variantes da PspA seriam, desta forma, importantes candidatas vacinais
capazes de estimular a protecdo contra varias cepas de pneumococo (MORENO et
al., 2010).

2.2. ClearColi®

A linhagem E. coli BL21(DE3) ClearColi® (LGC Biosearch Technologies,
Middlesex, Reino Unido), aqui denominada simplesmente ClearColi®, foi
desenvolvida com o objetivo de amenizar uma das principais limitagdes da utilizacao
de E. coli como hospedeiro para a expressao das proteinas de interesse: a presenca
da molécula de lipopolissacarideo (LPS), também conhecida como endotoxina
(PLANESSE et al., 2015).

Nos mamiferos, o LPS pode induzir uma resposta pirogénica e em casos mais
graves, causar choque séptico. Desta maneira, o contaminante LPS deve ser
removido de proteinas recombinantes terapéuticas obtidas em E. coli antes de serem
administradas com seguranca em pacientes humanos e animais (PLANESSE et al.,
2015).

Contudo, os métodos de remocao de LPS, como ultrafiltracdo e adsor¢cao em
carbono ativado, apresentam baixa eficiéncia e seletividade insatisfatoria. Uma
alternativa a esses recursos € a introducao de modificacdes genéticas na E. coli para
eliminar a resposta endotéxica em células humanas. As células de ClearColi®
possuem um LPS geneticamente modificado que n&o causa uma reagéo adversa no
organismo humano, sendo obtido por meio de sete dele¢cdes genéticas irreversiveis
(MAMAT et al., 2015).

Nas células, as duas cadeias acil secundarias do LPS normalmente hexa-
acilado da E. coli sdo deletadas, as quais sdo a chave determinante da
endotoxicidade nas células eucaribticas, dando origem ao lipideo 1Va, conforme é
apresentado na Figura 2. A cadeia de oligossacarideos também é removida, tornando
mais facil a retirada do lipideo IVa do produto final obtido na purificacdo. Além disso,

ocorre a introducdo de duas mutacdes para manter a viabilidade das células



(CLEARCOLI, 2022).

Figura 2 — Comparagéo dos LPS de E. coli convencional e ClearColi®.
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Fonte: Adaptado de ClearColi® (2022).

2.3. Purificacéo

A purificacdo pode ser dividida em quatro etapas genéricas: separacdo de
células e seus fragmentos do meio de cultivo (clarificacdo); concentracdo e/ou
purificacdo de baixa resolucdo, acontecendo a separacdo da proteina de interesse
em relacdo a substancias com propriedades fisico-quimicas bastante diferentes;
purificacdo de alta resolucdo, compreendendo o isolamento da molécula-alvo de
classes de moléculas com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes; e, por fim,
operag0Oes para o acondicionamento final do produto (PESSOA,; KILIKIAN, 2005).

A definicdo do método de purificacdo depende da aplicacéo final da molécula-
alvo, seus aspectos fisico-quimicos, bem como aqueles das impurezas. No caso dos
produtos farmacéuticos, tanto diagndsticos quanto terapéuticos, é requerido um maior
grau de pureza e, dessa forma, a complexidade do sistema de purificacéo é elevada,
possuindo um custo que pode chegar a 80% do custo final do produto (HARRISON,
1994).

Numa abordagem racional, a primeira estratégia para reduzir o nimero de
operacdes e perdas no processo seria identificar as condi¢cdes 6timas em cada etapa,
especialmente nas mais caras e iniciais, e somente incluir as fases sucessivas caso
sejam necessarias para atingir a pureza desejada. A escolha das operagcbes na
purificacdo de baixa resolucdo e de alta resolucdo também séo determinantes no
sucesso do processo. Como exemplo, é possivel citar as etapas cromatograficas, que

devem ser aplicadas na sequéncia mais adequada (HARRISON, 1994).



2.3.1. Rompimento celular

Para produtos presentes no interior das células, é necessario efetuar o
rompimento celular, procedimento realizado sobre a suspensdo concentrada de
células obtida apds a remocgédo ou separacdo do meio de cultivo. Como consequéncia,
durante o rompimento, ocorre aumento da viscosidade da suspensdo como resultado
da liberacdo de nucleotideos e a molécula-alvo é liberada juntamente com todas as
outras moléculas intracelulares, ampliando a diversidade de contaminantes e
tornando o processo de purificagdo mais complexo (HARRIS et al., 1994).

No presente trabalho, foi utilizado um método mecanico para executar a ruptura
celular, utilizando o homogeneizador de alta pressdo. O equipamento é constituido
por pistdes projetados para aplicar altas pressdes, forcando a passagem da
suspensao celular por um orificio estreito seguida de colisdo contra um anel de
impacto. A diminuicdo instantdnea da pressdo gera a forca de cisalhamento
responsavel por romper a parede celular sem danificar biomoléculas, resultando no
homogenato recirculado no sistema (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

O tipo de rompimento em questdo desencadeia aumento da temperatura do
meio e, por causa disso, 0 homogeneizador deve possuir um sistema eficiente de
refrigeracao, principalmente, nos em que a molécula-alvo é termossensivel. O calor
gerado no processo pode elevar a temperatura em 1,5°C para cada 1000 psi de
pressdo de operagdo (PESSOA; KILIKIAN, 2005). A Figura 3 ilustra o esquema de
um homogeneizador de alta pressao.

Figura 3 — Desenho esquematico de um homogeneizador de alta pressao.
Amostra
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Fonte: Adaptado de Cho et al. (2012).



Entre os principais fatores que afetam o desempenho do homogeneizador é
possivel citar a pressdo de operacgédo, a velocidade de alimentacéo, a temperatura, o
estado fisiologico do micro-organismo, o tipo de célula e sua concentracdo. A
guantidade de células rompidas é proporcional a pressao na alimentacédo (PESSOA,;
KILIKIAN, 2005).

Apés a ruptura celular, € gerada uma suspensédo contendo material solivel que
inclui, por exemplo, proteinas, DNA, RNA e polissacarideos, juntamente com material
insoltvel, o qual corresponde aos debris celulares. Para a remocao dos fragmentos,
a suspensao segue para etapas de precipitacdo ou centrifugacao, que sao operacoes
de separacdo de baixa resolucdo, e, posteriormente, € conduzida as etapas
cromatograficas (HARRISON, 1991).

2.3.2. Precipitagdo com brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB)

O termo precipitacdo é usado para descrever a operagcdo em que uma
perturbacdo em uma solucdo proteica, fisica ou quimica, causa a formacdo de
particulas insolGveis de proteina, recuperadas posteriormente por uma operacédo de
separacao solido-liquido. Trata-se de um método de concentracdo e utilizado antes
da aplicacdo de operacdes de alta resolucéo na purificacdo (GLATZ, 1990).

O precipitado pode ser a molécula de interesse ou ndo. Caso nao seja, um
sobrenadante mais limpido é formado no qual o produto de interesse estara diluido
(HILBRIG, 2003). Neste caso, a precipitacao € um procedimento de concentracdo dos
contaminantes.

Proteinas precipitadas possuem a estrutura tridimensional modificada. Trata-
se, portanto, de um procedimento agressivo para essas biomoléculas, pois sua funcao
€ dependente da estrutura. Dessa forma, precipitar a proteina de interesse é
arriscado, e somente viadvel quando é possivel recuperar a conformacdo adequada
da proteina apds o uso da técnica (SCOPES, 1994).

O brometo de cetiltrimetilamonio, do inglés, CTAB (Cetyltrimethylammonium
bromide), cuja estrutura molecular estd mostrada na Figura 4, € um surfactante
catibnico recomendado pela World Health Organization como um agente de
purificacdo no processamento de vacinas de polissacarideos. Ele é responsavel por
remover os lipideos da membrana celular e promover a lise da célula, sendo capaz

de favorecer a liberacdo dos polissacarideos e sua precipitacdo (NOVO NORDISK,



2022).

Figura 4 — Formula estrutural do CTAB.
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Fonte: Hampton Research (2022).

Dentre os principais fatores que afetam a precipitacdo por CTAB, destacam-se
a temperatura, o pH e a concentracao do tensoativo utilizada, parametros essenciais
na determinacdo de uma condicdo O6tima de operacdo com baixa perda por
desnaturacao, devendo ser estudados conjuntamente (FIGUEIREDO, 2014).

A temperatura € uma das variaveis que merece maior atencdo, devido a
possibilidade de desnaturacdo das proteinas, principalmente, em temperaturas acima
de 10°C. Em altas concentracdes do agente precipitante, pode haver a desnaturacéo
mesmo em baixas temperaturas. A adicdo do CTAB a um meio aquoso causa
liberacdo de calor e aumento da temperatura e, por isso, deve ser feita lentamente e
sobre resfriamento (SCHUBERT; FINN, 1981).

Com relacdo a maneira como o pH afeta a precipitacdo por CTAB, é necessario
realizar o estudo acerca do ponto isoelétrico da proteina, que pode ser definido como
o pH em que ela possui carga global igual a zero, sendo o valor igual ou préximo do
pH de solubilidade minima, em que as moléculas possuirdo maior chance de se
agregar devido a atracdo eletroestética. No caso de ndo ser desejado precipitar a
proteina de interesse, o pH ndo deve estar em torno do ponto isoelétrico pois nesta
situacao as propriedades polares da proteina sdo minimizadas, fazendo com que ela
fiqgue menos soluvel (FIGUEIREDO, 2014).

No estudo feito por Figueiredo (2014) foi empregada a precipitacdo com CTAB
para concentragdo de impurezas seguida pela remocao do precipitado por
centrifugagéo antes da realizagdo de uma série de cromatografias na purificacdo da
PspA, que permaneceu na fracdo soluvel. Os resultados do estudo mencionado

mostraram o aumento da pureza da PspA4Pro antes das etapas cromatograficas por
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meio da precipitacdo com CTAB. Todavia, a concentragéo do surfactante a ser usada
variou de acordo com as caracteristicas do material de partida e precisou ser
estimada no inicio do processo de purificacdo para minimizar as perdas em proteina

de interesse nesta etapa.

2.3.3. Cromatografia de troca aniénica

2.3.3.1. Principais conceitos

As operacBes cromatograficas tém por objetivo purificar a molécula de
interesse em relacdo as demais, conduzindo-a a pureza adequada a seu uso. A
separacdo de moléculas por processos cromatograficos €, na maioria das vezes,
baseada em fenbmenos de adsorcao, que de maneira resumida dizem respeito ao
acumulo de uma substancia sobre a superficie de outra (CIOLA, 1998).

A cromatografia liquida pode ser executada de duas formas: a classica, feita
em colunas de vidro sob pressao atmosférica, quando ha escoamento por gravidade;
e a de pressdes controladas, utilizando colunas conectadas a bombas. Este ultimo
caso € a configuracdo mais comum em processos de purificacdo modernos
(COLLINS, 2006).

Em sua forma mais comum no bioprocesso, os contaminantes proteicos
correspondem aos solutos presentes em um meio liquido, os quais séo retidos no
processo em um leito de material poroso, denominado como a fase estacionaria, que
pode ser constituida por silica porosa, polimeros organicos sintéticos, polimeros de
carboidratos, etc. A posterior remocéo paulatina dos distintos solutos é realizada por
intermédio da acdo da fase liquida eluente ou fase movel, com a migracédo diferencial
dos solutos entre as duas fases, resultando no fracionamento dos diversos
componentes do meio (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

Em relacdo a fase estacionaria, a matriz ideal na cromatografia liquida de
proteinas deve ser insoluvel e conter grupos ligantes as proteinas de interesse. Deve
também possuir estabilidade quimica, fisica, e rigidez necessaria para permitir altos
fluxos de fase mével em colunas empacotadas por particulas pequenas (PESSOA;
KILIKIAN, 2005).

A cromatografia de troca ibnica € uma técnica comum usada na purificacéo de

proteinas, em virtude de apresentar, quando comparada a outras técnicas de
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purificacdo, simplicidade, facil ampliagcdo de escala, alta resolucao, alta capacidade
de adsorcao e versatilidade (COLLINS et al., 1990).

No tipo de cromatografia mencionado, ocorre uma etapa de adsorcao
reversivel de moléculas de solutos eletricamente carregados a grupos com cargas
opostas, imobilizados em matriz solida. Os solutos adsorvidos séo, seguidamente,
eluidos depois de serem trocados por outros ions, de mesma carga, contudo, com
maior afinidade pela fase estacionaria. Em outras palavras, ocorre a competicao entre
0s ions de interesse e o0s contaminantes pelos grupos carregados da matriz
(AMERSHAM-PHARMCIA BIOTECH, 1999).

As matrizes de troca ibnica que contém grupos positivamente carregados sdo
denominadas trocadores anidnicos e adsorvem proteinas com carga liquida negativa,
enquanto as que sao negativamente carregadas sdo chamadas de trocadores
catibnicos, adsorvendo proteinas com carga liquida positiva. Os contraions séo ions
de baixa massa molar que se ligam a fase estaciondria ou as proteinas sollveis na
fase movel (PESSOA,; KILIKIAN, 2005). A Figura 5 ilustra as etapas da cromatografia

de troca anidnica.

Figura 5 — Etapas de purificacdo de uma proteina (P) por troca anibnica.
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A distribuicdo das cargas nas superficies das proteinas € determinada pelo seu
ponto isoelétrico (pl) e pelo pH do sistema. Em situa¢cdes com pH acima do pl as
proteinas se tornam carregadas negativamente. O inverso ocorre nos casos cujo pH
do sistema se encontra abaixo do pl (JANSON, 2012).

A escolha do tipo de trocador i6bnico dependera da estabilidade da proteina em
fungcdo do pH a ser empregado e da natureza dos contaminantes. Quando a
biomolécula é mais estavel em pH acima do pl, deve ser usado um trocador aniénico
(HARRISON, 1994).

Depois da troca dos contraions ligados ao trocador idnico pela molécula-alvo,
ocorre aumento da forca ibnica da solucéo, sendo possivel a alteracdo do pH e,
consequentemente, a desnaturacdo da proteina. Devido a isso, a fase movel no
processo de troca i6nica deve ser tamponada para minimizar a flutuacdo do pH e
também determinar a carga liquida superficial da proteina de modo a promover o
equilibrio entre as fases estacionéaria e moével (JANSON, 2012).

O pH do tampéao pode ser ajustado para favorecer a adsorcéo ou a eluicdo da
amostra, pois tem a capacidade de mudar a carga liquida superficial da proteina e do
trocador i6nico. Para a adsor¢cdo da biomolécula, o pH deve ser em torno de uma
unidade abaixo ou acima do seu pl, ocorrendo a dissociacdo quando o pH da fase
movel estiver a 0,5 unidade de diferenca do pl (PYLE, 1990).

A forca ibnica do tampéao utilizado na troca ibnica € usada para controlar o grau
de bloqueio dos grupos ionogénicos da proteina a ser purificada. Na etapa de
adsorcédo deve ser empregada a maior forca ibnica que permita a maxima adsorcao
da proteina a matriz, e na eluicdo, a menor forca idnica possivel para a dessorcéo
(PYLE, 1990).

Apbs o estabelecimento das melhores condi¢cdes de pH e forca ibnica de
adsorcéo e eluicdo, devem ser considerados alguns fatores importantes, sendo o pré-
tratamento da matriz, para a eliminagcdo de impurezas, intumescimento (quando a
matriz for adquirida na forma seca), lavagem e acondicionamento do contraion; e o

modo de adsorcao e eluicdo da proteina de interesse (WHEEWRIGHT, 1994).

2.3.3.2. Modelagem e simulacao

Assim como na maioria dos processos quimicos e operac¢des unitarias, a

cromatografia também pode ser representada por meio de modelos matematicos,



13

podendo ser muito Gtil ao experimentador, uma vez que possibilita estudo mais
detalhado da técnica em menos tempo e com menor esfor¢o experimental, além de
viabilizar otimizacdes e escalonamentos (GUIOCHON et al., 2006).

Um cromatograma € um grafico indicador da presenca dos diferentes solutos
no eluente saindo da coluna (ordenada), em fungédo do tempo ou do volume de
eluente que passou pela coluna (abscissa). A presenca dos distintos solutos é
detectada por medidas de absorbancia (UV, visivel ou fluorescéncia) ou por indice de
refracdo efetuada no eluente.

O volume que passa pela coluna até o instante de saida de uma certa molécula
€ o volume de retencdo especifico daquela molécula (V). Também pode ser
empregado o tempo de retencao (tr) de forma alternativa ao volume. As grandezas tr
e Vi podem ser relacionadas pela Equacédo 1, em que F € a vazao volumétrica do
eluente (CIOLA, 1998).

V, =F.t, 1)

A eficiéncia no isolamento de uma certa molécula pode ser avaliada pela
estimativa de N, o nUmero de estagios teoricos da coluna, dependente do tempo de
retencéo (tr) e da largura do pico da curva correspondente a substancia na metade de

sua altura maxima (Wu2). N é calculado pela Equacéo 2 (CIOLA, 1998).

N = 5.54( tr )2 )

1/2

A utilizacdo de modelos matematicos permite prever o comportamento de um
cromatograma sem a realizacdo de experimentos. Para que o0s modelos
cromatograficos sejam melhor explorados, devem ser compreendidos os fenbmenos
de transferéncia de massa que ocorrem durante a adsor¢do, sendo necessaria a
relativa proximidade do adsorbato ao adsorvente para a ocorréncia da interacao
(GUIOCHON et al., 2006).

A Figura 6 descreve esquematicamente o caminho percorrido pelo adsorbato
para a interagdo com a matriz sélida. A primeira barreira € representada pela
difusividade na fase liquida até as proximidades da particula de adsorvente (A),
seguido pela resisténcia a transferéncia de massa imposta pela pelicula de liquido
estagnado em volta da parede da matriz sélida (B) e pela difusividade no interior do
solido (C), para que finalmente ocorra a interacdo entre o adsorvente e o adsorbato
(D), podendo ser de natureza fisica ou quimica (FINETTE, 1997; GUIOCHON, 2006).
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Figura 6 — Representacdo da transferéncia de massa de uma proteina em uma

particula esférica de resina.
A

\/a

N

Fonte: Benedini (2019).

Nos préximos paragrafos, € apresentado um modelo matematico para
descrever os processos cromatograficos, sendo o Modelo do Equilibrio Dispersivo
(MED). No presente trabalho, foi feita a simulacéo da etapa de cromatografia de troca
anidnica utilizando o MED. Apesar da existéncia de modelos mais complexos com
maior capacidade descritiva do processo em comparacdo ao MED, tais modelos
possuem uma quantidade maior de parametros a serem determinados com confianca,
exigindo muitos dados e, as vezes, dados especificos, que sdo dificeis de obter em
clarificados celulares reais (BENEDINI, 2019).

O MED deve ser aplicado em situacdes em que a dispersao axial tem influéncia
relevante na transferéncia de massa. Este modelo pode ser descrito pela Equacéo 3,
representando o balanco de massa em um prato tedrico da coluna cromatografica,
onde c € a concentracdo de adsorbato na fase moével (g/mL), q é a quantidade de
adsorbato retido na estrutura soélida em equilibrio com a fase liquida (g/mL resina), u
€ a velocidade da fase mével (cm/s) e er € a porosidade total do sistema (GRITTI et
al., 2013; GUIOCHON, 2006). Da (cm?/s) representa o coeficiente de dispersao axial
(KACZMARSKI et al., 2001; GUIOCHON, 2006). Caso seja utilizado o cromatograma
para a determinacdo de Da, este valor se torna aparente, incluindo efeitos de
resisténcia ao transporte de massa na dispersao axial.

0 1—€;0 0 0%
c rdq C=D c 3)

ot €, ot "9z %022

Se for observada a Figura 6, é possivel dizer que o principal efeito considerado

pelo MED é a difusdo massica no liquido (A), aspecto diretamente relacionado a
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dispersdo axial. O MED também prop6e Da constante em todo o comprimento da
coluna, na condicdo de a velocidade de escoamento da fase movel ser mantida
(DONAT et al., 2018; GUIOCHON, 2006).

Em principio, Da pode ser estimado pela Equacédo 4, em que L é o comprimento
da coluna e Nt € o numero total de pratos teoricos.

D=5 @

Apesar de simples, o MED tem sido utilizado com sucesso para modelar
colunas cromatograficas. Close et al. (2014) utilizaram o MED para prever o perfil
cromatografico de uma proteina separada por cromatografia hidrofébica. As previsfes
apresentaram menos de 3% de desvio dos dados experimentais. Teoh et al. (2001)
também utilizaram esse modelo para descrever o perfil cromatografico da separacéo
de uma biomolécula num HPLC e conseguiram ajustar bem o modelo proposto aos

cromatogramas experimentais.

O modelo apresentado considera que 0 processo de adsorcdo entra em
equilibrio com a matriz sélida a cada seccdo da coluna. Esta condicdo foi
representada por g, uma variavel possivel de ser correlacionada com a concentracao
da fase liquida externa (cext), com a qual se encontra em equilibrio por meio de uma
isoterma de adsor¢ao, conforme mostra de forma genérica a Equacédo 5 (BENEDINI,
2019).

q = f(Cext) )
As isotermas de adsorgcédo possuem a funcdo de complementar os modelos,
fornecendo ao sistema condicfes de definir a quantidade de adsorbato na fase liquida
ou efetivamente adsorvida na resina (BENEDINI, 2019). Nos préximos paragrafos,
sdo apresentados os conceitos tedricos da Steric Mass Isotherm (SMA), aqui
denominada de Isoterma de Ac¢do em Efeito Estérico (IAEE), a qual foi utilizada em
conjunto com o MED no presente trabalho para descrever a cromatografia de troca
anibnica.
Em trabalhos recentes, autores tem utilizado com sucesso a IAEE para retratar
a interacdo entre proteinas e resinas ibnicas. Uma das grandes vantagens é que a
abordagem tedrica desta isoterma considera competicdo entre o sal e as mdultiplas
proteinas presentes no meio de adsorc¢do, uma situacdo bastante comum quando se

trabalha com a separacéo de misturas proteicas reais (GUIOCHON et al., 2006; GU,
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2015; HUUK et al., 2014; KARKOQV et al., 2013).

No trabalho de Benedini et al. (2020), foi realizada a modelagem da
cromatografia de troca anidnica no processamento de misturas proteicas reais, sendo
a proteina-alvo a ser purificada a PspA4Pro. Foi aplicada a IAEE em complemento ao
Modelo do Equilibrio Dispersivo. As equacdes do modelo e da isoterma foram usadas
para descrever separadamente o perfil da PspA4Pro e do conjunto de impurezas
proteicas eluidas no mesmo momento. Os resultados das simula¢cdes mostraram que
a IAEE representava adequadamente os cromatogramas das misturas proteicas
complexas e, além disso, evidenciaram que a PspA4Pro tendia a eluir no inicio do
pico, permitindo estabelecer um esquema de eluicdo alternativo proporcionando um

aumento de 34% na pureza alcangada.

Para ser compreendida a base tedrica relacionada ao desenvolvimento da
IAEE, ser& considerada inicialmente uma situacdo de equilibrio sélido-liquido entre
uma proteina (1) e um determinado sal (2). A reacao genérica representada abaixo
(6) descreve bem esta situagéo, onde v1 e vz sdo os coeficientes estequiométricos da
proteina e do sal, respectivamente; Q e csa S80 as concentragdes de sal nas fases
sélidas e liquida, respectivamente, e g e ¢ sdo as concentracdes de proteina nas fases
sélidas e liquida. Todas as concentracfes sdo expressas em mol/mL ou mol/mL
resina (GALLANT, 1995; GUIOCHON et al., 2006; GU, 2015).

,Q + V,¢ 2 V,q + ViCeqg (6)
Se todos os coeficientes estequiométricos forem divididos por vz sera obtida a
reacao quimica representada em 7. E denominado v como o ntimero de sitios ligantes

presentes na molécula do adsorbato. Sendo assim, a constante de equilibrio pode ser

representada pela Equacéo 8, cujo desenvolvimento leva a Equacao 9.

vQ +c =q+ vy (7)
kAds chal

K,, = = (8)
e kDes CQv

kAdsCQv = kDequ;]al (9)

No entanto, o desenvolvimento tedrico da IAEE considera que as fases solida
e liquida ndo se encontram em equilibrio. Em situac¢des de n&o equilibrio, a diferenca
entre os termos adsortivos e dessortivos ndo pode ser nula. Por isso, a Equacédo 9 é

corrigida a situacao de néo equilibrio representada pela Equacéo 10.
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dq
E = kAdsCQv - kDequ:al (10)

O sistema estudado apresenta neutralidade eletrostatica, significando que o
namero total de sitios ativos disponiveis na resina () é preenchido ou pela proteina
em questdo ou pelos ions provenientes do sal no meio, sejam eles positivos ou
negativos. Sendo assim, a Equacéo 11 expressa a condicdo de eletroneutralidade. A
unidade de ™ é mols/mL resina, ou seja, expressa o numero de mols de sitios ativos

disponiveis por volume de resina.
"=Q+qu (11)
No entanto, muitas proteinas possuem estruturas muito mais complexas se
comparadas as dos ions presentes em solucdo. Por isso, quando suas regifes
eletricamente carregadas se ligam aos sitios ativos é esperado que sua ampla
estrutura tridimensional bloqueie e inviabilize a ocupag¢do de outros sitios ativos
disponiveis. A Figura 7 ilustra esquematicamente esta situacdo para uma superficie
de troca catidnica. Neste caso, uma proteina eletricamente carregada se aproxima e
se conecta a quatro sitios ativos. No entanto, outros trés permanecem bloqueados

por sua estrutura, inviabilizados de se ligarem a outras proteinas.

Figura 7 — Esquema representativo da ligagédo de proteinas em uma superficie de

troca cationica.

Fonte: Adaptado de Gallant (1995).

O fenébmeno de bloqueio apresentado € teoricamente conhecido como fator
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estérico (a) e pode ser representado matematicamente através de uma corregéo na

Equacao 11, conforme mostram as Equagdes 12 e 13.
"=Q+qwta) (12)
Q="—-qv+a) (13)
As Equacgfes 10 e 13 representam todos os fendmenos teoricos considerados
pela IAEE. No entanto, elas devem ser adaptadas a um sistema com “” proteinas,
conforme se pode verificar nas Equacdes 14 e 15 (GALLANT et al., 1995; CHEN et

al.,, 2017; GUIOCHON et al., 2006; KARKOV et al., 2013; HUUK et al., 2014; GU,
2015; CARVALHO et al., 2016).

daq; , .
a_tl = kAdsCinl - kDesCIiC:(;l (14)
N
Q="- Z 1qi(vi +a;) (15)
1=

2.3. Crioprecipitacéao

A crioprecipitacdo se trata de um processo aplicado, geralmente, apos as
etapas de cromatografia, no qual uma amostra liquida do material obtido é submetida
ao congelamento, tendo o objetivo de diminuir a solubilidade dos contaminantes
proteicos e manter a proteina de interesse em solugdo apos o descongelamento a
temperatura ambiente. Para possibilitar a precipitacdo das moléculas contaminantes,
a suspensdo descongelada é centrifugada a uma temperatura de até 10°C para evitar
a desnaturacao da proteina-alvo (PESSOA,; KILIKIAN, 2005).

O procedimento descrito pode ser influenciado pelo pH do meio, uma vez que
guando este valor estd proximo do ponto isoelétrico da proteina, a repulsdo
eletroestatica entre as moléculas € minima, favorecendo a precipitacédo por interacao
entre as zonas hidrofobas (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

No presente trabalho, ndo é desejada a precipitacdo da PspA4Pro, que possui
um ponto isoelétrico igual a 4,8. Portanto, foi adotado o procedimento desenvolvido
no trabalho de Figueiredo (2014), realizando a crioprecipitacao a pH 4,0, abaixo do pl
da proteina de interesse, tornando positiva a carga global da proteina, promovendo a

repulsdo eletroestatica e aumentando a proporcao das interagdes ibnicas com o meio.

No trabalho de Figueiredo et al. (2017), a PspA4Pro foi a proteina-alvo a ser

purificada. A crioprecipitacéo a pH 4,0 foi feita congelando a -20°C a amostra obtida
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apos a etapa de cromatografia de troca anibnica, pelo periodo de 24 horas. ApGs o
descongelamento, as impurezas foram separadas por centrifugacdo a 17696 g por 1
h e a 4°C. Foi verificado o aumento da pureza da PspA4Pro de 65,2% para 93,7%,

sendo obtido um fator de purificacédo por etapa igual a 1,44 para a crioprecipitacao.

Cardoso et al. (2022) também realizaram a purificacdo da PspA4Pro. De
acordo com os resultados obtidos neste trabalho, a crioprecipitacdo a pH 4,0
desenvolvida conforme o trabalho de Figueiredo et al. (2017) pode ser estudada como
uma maneira de substituir etapas adicionais de cromatografia, o que pode ser
considerado vantajoso devido ao fato de a crioprecipitacdo possuir menor custo se
comparada as etapas de cromatografia, as quais possuem custo mais elevado em

raz&o do alto valor das resinas utilizadas nas colunas cromatograficas.

No trabalho de Cardoso et al. (2022), a pureza da PspA4Pro de 78,3%, obtida
apos a cromatografia de troca anibnica, foi aumentada para 98,3% por meio da
crioprecipitacéo a pH 4,0, sendo atingido um fator de purificacdo por etapa de 1,26.
Dessa forma, como a pureza da proteina de interesse ja se situou proxima do valor

maximo, etapas subsequentes de cromatografia foram dispensadas.

A crioprecipitacdo é um procedimento pouco explorado na purificacdo de
proteinas recombinantes, sendo mais utilizado para a obtencdo de um constituinte

mais purificado do plasma sanguineo para transfusdo (APELSETH et al., 2022).

2.4. Purificacédo de proteinas sem tag (untagged)

O uso de tag consiste em uma modificacdo genética classica na qual sédo
introduzidas sequéncias adicionais de aminoacidos que conferem a proteina de
interesse capacidade de se ligar a determinadas substancias com o objetivo de
facilitar o processo de purificagdo. A tag mais comum é a cauda contendo seis
histidinas (His-tag), que quando adicionada a molécula-alvo, a torna suscetivel a
adsorcao em zinco ou niquel presentes na resina de uma coluna de cromatografia.
Trata-se de um procedimento baseado em afinidade quimica (PESSOA,; KILIKIAN,
2005).

A estratégia de adicao de tag a proteina de interesse pode ser util uma vez que
simplifica o processo de purificacdo, permitindo facilmente a deteccéo das moléculas

e, algumas vezes, aumentando a estabilidade e a solubilidade da proteina. Entretanto,
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0 acréscimo de tag a molécula-alvo pode acarretar muitas desvantagens, afetando a
estrutura conformacional, a atividade biolégica e a toxicidade da proteina e,
consequentemente, alterando a sua funcéo (G-BIOSCIENCES, 2022).

Por causa desses efeitos negativos, idealmente, as ligacdes entre a tag e a
proteina de interesse devem ser clivadas e uma etapa adicional deve ser adicionada
ao processo de purificacdo para eliminar os residuos das tags. Contudo, a remogao
das tags possui dificuldades técnicas, a separacdo pode ter baixo rendimento e
depende de resinas cromatograficas caras devido a similaridade entre as moléculas
com tag e as hidrolisadas (ARNAU et al., 2006).

Industrialmente, o acréscimo de tag a proteina s6 € (til quando apresenta
vantagens terapéuticas ou na producdo, pois demanda tempo adicional e custo
adicionais associados as operacfes de purificacdo subsequentes que devem ser
adicionadas quando a técnica é implementada ao processo, com 0 objetivo de
remover a tag (BELL et al., 2013).

Desta maneira, o desenvolvimento de um conjunto de etapas de purificacdo da
molécula-alvo sem a adi¢éo de tag (untagged) se mostra uma alternativa interessante.
Ademais, poucos estudos descrevem a purificacdo de proteinas recombinantes sem
tag.

O trabalho de Figueiredo et al. (2017) descreve o processo de producado e
purificacdo de um fragmento de PspA de clado 4 (PspA4Pro), contendo a fracdo N-
terminal em a-hélice, o primeiro bloco do dominio rico em prolina e reacfes cruzadas
com variantes de PspA dos clados de 1 a 5. O fragmento foi clonado sem o uso de
tag, sendo produzido na fracéo intracelular solivel de Escherichia coli. A estratégia
de purificacdo foi elaborada para atingir, pelo menos, a pureza recomendada pela
World Health Organization (WHO, 2009) para as proteinas transportadoras utilizadas
em vacinas conjugadas do pneumococo com baixa quantidade de endotoxina.

O processo de purificacdo desenvolvido no trabalho mencionado empregou
duas etapas de precipitacdo e duas operacdes de cromatografia. Os resultados
obtidos incluiram a recuperacao de 35% da PspA4Pro e uma pureza de 97,8%, aléem
de ter sido uma metodologia mais barata comparada a purificagcdo convencional
utilizando a juncdo da His-tag a proteina, que usa a cromatografia por afinidade
metélica, devido a eliminacéo dos custos das etapas requeridas para retirar a tag.

O trabalho de Benedini (2019) também foi desenvolvido tendo a PspA4Pro

como a proteina de interesse, sem a adicao de tag. A inovacao apresentada neste
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trabalho para a purificacdo da PspA4Pro se trata da modelagem e simulacéo feitas
para a etapa de cromatografia de troca anibnica, a mais importante do processo. O
procedimento mencionado permitiu estimar as condi¢cdes Otimas para a execucéo da
cromatografia, sendo possivel a obtencao de purezas mais elevadas da proteina-alvo.
A vantagem desta metodologia esta relacionada a diminui¢do dos custos e do tempo
necessario para a definicdo da melhor estratégia para o processo de purificagdo, uma
vez que os trabalhos anteriores envolvendo purificacdo de proteinas sem tag eram
baseados no método de tentativa e erro, que consistia, essencialmente, em selecionar
véarias etapas de cromatografia e organiza-las em diferentes sequéncias, verificando
quais delas geravam os melhores resultados no desempenho da purificagao.

Os resultados da simulacéo feita por Benedini (2019) foram comparados com
os resultados de uma eluicdo experimental. Nos dois casos, foi observado que a
PspA4Pro eluiu no inicio do pico, mostrando semelhanca entre os perfis da simulacéo
e do experimento e permitindo estabelecer um esquema de purificacdo alternativo
gue forneceu PspA4Pro a 82,8% de pureza, representando um aumento de 34% em
relacdo ao processo de purificacao original.

Benedini et al. (2020) desenvolveram um processo de producao e purificacdo
de PspA4Pro sem a presenca de tag incorporando a modelagem e simulacdo da
etapa de cromatografia de troca anibnica para a estimativa das condi¢cdes 6timas de
operacdo da coluna cromatografica, durante a realizacéo das eluicdes.

A PspA4Pro foi produzida por meio de um cultivo de uma cepa de Escherichia
coli BL21(DE3) abrigando o plasmideo pET37b(+) contendo um fragmento do gene
de PspA de Streptococcus pneumoniae, mesma plataforma de expressdo empregada
nos estudos de Figueiredo (2014). O procedimento foi feito em batelada num
biorreator de 5 L a 29°C, utilizando meio definido e lactose como indutor. Ap6s o
cultivo, a biomassa foi separada do meio por centrifugacdo por 30 minutos a 4°C e
6700 g. Os pellets das células foram armazenados em bolsas plasticas a -80°C até o
uso. Depois do descongelamento, as células foram submetidas a lise utilizando um
homogeneizador de alta pressdo. Posteriormente, 0,1% em massa por volume de
CTAB foi adicionado ao material lisado e a amostra foi centrifugada por 90 minutos a
17696 g e 4°C, produzindo o clarificado (BENEDINI et al., 2023).

Para a realizacdo da modelagem e simulagdo da cromatografia de troca
anidnica, foi necessario um conjunto de dados experimentais adequado, cobrindo

uma ampla gama de condi¢cbes operacionais. Dessa forma, o clarificado obtido
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anteriormente foi processado em trés cromatografias de troca anionica sob diferentes
protocolos de eluigéo, que foram baseados no uso de distintas forgas ibnicas para as
eluicbes. As trés cromatografias foram executadas numa coluna de Q-Sepharose
acoplada a um cromatégrafo Akta Avant 150. Todos os procedimentos de
modelagem, estimativa de parametros e simulacdes foram realizados no Ambiente
para Modelagem, Simulacéo e Otimizacao (EMSO) utilizando as equag¢6es do Modelo
do Equilibrio Dispersivo combinadas com as da Isoterma de Acdo em Efeito Estérico
(BENEDINI et al., 2023).

A modelagem feita por Benedini et al. (2023) mostrou que o melhor protocolo
de purificacdo foi baseado na reducédo das forcas i6nicas (120 e 250 mmol.Lt de
NacCl), resultando em aumentos de 14,9% e 11,5% para a recuperacao global e
pureza de PspA4Pro, respectivamente, em comparacdo com o outro perfil de elui¢do
(150 e 300 mmol.L1).

O trabalho de Cardoso et al. (2022) também foi baseado no processo de
purificacdo da PspA4Pro, sem a presenca de tag. Neste caso, o clarificado contendo
a proteina-alvo foi obtido por meio de cultivos de uma cepa de E. coli BL21(DES3)
ClearColi® pET37b+PspA4Pro, a mesma plataforma de expressdo utilizada para a
obtencéo dos clarificados processados no presente trabalho. Os préximos paragrafos
resumem a metodologia do trabalho de Cardoso et al. (2022).

O cultivo foi feito num biorreator de 5 L operando em batelada a temperatura
de 32°C, utilizando meio definido. Para a inducdo, foram empregados IPTG 0,5
mmol.L* e lactose 10 g.L. O rendimento em PspA4Pro atingido no fim do cultivo foi
igual a 145 mg PspA4Pro/g células (CARDOSO et al., 2022).

Para a preparacao do material para a purificacdo, a suspensao obtida no fim
do cultivo foi centrifugada (30 min, a 4°C e 6700 g) e os pellets das células foram
transferidos para bolsas plasticas e congelados a -80°C até uso. Subsequentemente,
100 g em base umida dos pellets congelados foram ressuspendidos em 1 L de uma
solucéo tampéo de lise de pH 6,5, composta por 10 mmol.L* de fosfato de sddio, 2,5
mmol.L* de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 0,1% em massa por volume
de Triton X-100 e 1 mmol.L! de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF). A suspenséo
resultante foi rompida utilizando um homogeneizador de alta presséo. O clarificado
obtido foi purificado por meio das etapas de cromatografia de troca anidnica e
crioprecipitacdo (FIGUEIREDO et al., 2017; BENEDINI et al., 2020).
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Conforme foi descrito em 2.3, a pureza maxima atingida no trabalho de
Cardoso et al. (2022) foi igual a 98,3%. Dessa forma, foi compreendido que ha a
possibilidade de atingir valores elevados de pureza da proteina de interesse mesmo

sem a adicao de tag.

Além da PspA4Pro, outras proteinas recombinantes podem ser purificadas
sem a presenca de tag. Os proximos paragrafos irdo apresentar trabalhos nos quais
foram desenvolvidos processos de purificacdo de proteinas sem tag que foram
obtidas por meio do cultivo em biorreator.

O trabalho de Li et al. (2024) teve como obijetivo principal a producdo de um
anticorpo para regular a acdo da linfopoietina estromal timica (TSLP), uma citocina
derivada de células epiteliais que desempenha um papel crucial na regulacédo das
respostas imunes do tipo 2 em superficies como a pele, o trato respiratério e o trato
gastrointestinal em humanos.

A TSLP detém uma funcado importante no desenvolvimento e na persisténcia
da inflamacédo das vias aéreas, podendo levar a liberacdo de citocinas do tipo 2 na
regido e provocando, consequentemente, sintomas da asma, uma doenca respiratéria
cronica que pode ser influenciada por fatores genéticos, como o histérico familiar, e
fatores ambientais, como a exposicéo a poeira, acaros e fungos, variacdes climaticas
e infeccBes virais. Atualmente, o Tezspire® da Amgen/Astrazeneca é o Unico
medicamento aprovado globalmente na terapia direcionada a TSLP (LI et al., 2024;
CABERGS, 2024; AZMED, 2024).

O anticorpo produzido no trabalho de Li et al. (2024) se trata de um nanocorpo
anti-TSLP, o qual pode se ligar especificamente a TSLP e bloquear sua interacdo com
0 receptor complexo, impedindo de forma eficiente que as células imunoldgicas
visadas pela TSLP liberem citocinas proinflamatorias, promovendo, assim, o controle
da asma. De acordo com Liu et al. (2018), a massa molecular deste nanocorpo varia
de 12 a 15 kDa. O ponto isoelétrico do nanocorpo produzido no trabalho se situa entre
5,0 e 6,0 (LI et al., 2024).

Para a producédo da proteina de interesse, foi feito o cultivo de uma cepa de
Pichia pastoris em meio complexo num biorreator de 7 L operando no modo batelada
alimentada a 30°C e pH 6,0, com volume inicial de meio de 2 L. A inducéo foi feita
com metanol numa concentragdo de 100% em volume. Li et al. (2024) também

avaliaram a ampliacao de escala do cultivo, aumentando o volume do biorreator de 7
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para 100 L, de acordo com o principio da similaridade geométrica para manter uma
relagdo altura-diametro consistente. Os parametros principais do processo nao
sofreram mudancas, tendo apenas o volume inicial de meio alterado para 33 L. A
concentracdo de anti-TSLP obtida no cultivo em menor escala foi igual a 23,38 g/L,
enquanto a atingida no cultivo em maior escala foi igual a 22,97 g/L.

Foram feitas trés purificagbes do nanocorpo anti-TSLP por meio de duas
etapas de cromatografia, tanto para o processo desenvolvido em escala menor
guanto para o realizado em escala ampliada. A primeira etapa foi a cromatografia de
modo misto feita com uma resina Diamond Mix-A, a qual possibilita interacbes
hidrofébicas e, também, de troca anibnica. Neste primeiro caso, a coluna
cromatografica utilizada foi equilibrada a um pH de 7,0. A segunda operacao foi a
cromatografia de modo misto realizada com uma resina Diamond MMC, que favorece
interacdes hidrofébicas e, também, de troca catibnica. Nesta segunda situacao, a
coluna cromatografica foi equilibrada a um pH de 4,3 (LI et al., 2024).

Para o processo feito em escala menor, a pureza mais elevada encontrada na
cromatografia com Diamond Mix-A foi igual a 97,3%, com um rendimento global de
71,8%, que representa a fracdo entre a massa eluida da proteina de interesse e a
massa de entrada da proteina na coluna. A pureza mais alta atingida na cromatografia
com Diamond MMC foi de 99,1%, com um rendimento global de 69,5% (LI et al.,
2024).

Para o processo em escala ampliada, a maior pureza atingida na cromatografia
com Diamond Mix-A foi de 97,1%, tendo um rendimento global de 71,4%. A pureza
mais alta alcancada na cromatografia com Diamond MMC foi de 98,8%, com um
rendimento global de 70,0% (LI et al., 2024).

O préximo trabalho apresentado sobre a producdo e purificacdo de uma
proteina recombinante sem tag foi escrito por Eguia et al. (2021). A molécula-alvo se
tratou de uma variante do fator estimulador de colénias granulocitarias (G-CSF), que
se trata de uma citocina hematopoiética a qual possui importantes aplicacdes clinicas
no tratamento da neutropenia, podendo também ser usada na prevencao de
complicagbes médicas sofridas por pacientes com cancer e AIDS. A Nartograstin de
G-CSF (rhG-CSF) apresenta maior estabilidade e atividade biolégica se comparada
a proteina original devido as mutacdes, favorecendo a administracdo de doses mais
baixas em pacientes (TANAKA et al., 1997). A massa molecular da proteina de
interesse é igual a 18,8 kDa e seu ponto isoelétrico esta préximo de 6,1 (EGUIA et
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al., 2021; CHiI et al., 2003).

Para a producéo da proteina-alvo, Eguia et al. (2021) realizaram trés cultivos
de uma cepa de Escherichia coli recombinante. Os dois primeiros cultivos foram feitos
no modo batelada e em meio complexo, enquanto o terceiro cultivo foi feito em
batelada alimentada e utilizando meio definido. Em todos os cultivos, foi utilizado um
biorreator de 10 L com 7 L de volume de meio, operando a 30°C e pH 6,8. Nos cultivos
em meio complexo, a inducédo ocorreu quando a glicose foi esgotada e a lactose
passou a ser utilizada como fonte de carbono, induzindo a sintese de rhG-CSF. Ja no
cultivo em meio definido, a inducéo foi feita por meio da adicdo de 0,5 mmol.L* de
IPTG e 20 g/L de lactose a cultura, no momento em que a biomassa atingiu a
densidade 6tica de 130 num comprimento de onda de 600 nm, correspondendo a uma
concentracdo de, aproximadamente, 50 g/L. Em ambos os cultivos feitos no modo
batelada, o rendimento em rhG-CSF foi proximo de 28 mg rhG-CSF/g células imidas
no fim do processo. No fim do cultivo realizado em batelada alimentada, foi obtido um
rendimento em rhG-CSF igual a 4 mg rhG-CSF/g células umidas.

Num primeiro momento, os autores decidiram realizar a purificacdo da rhG-
CSF por meio de uma Unica etapa cromatogréfica, que foi a cromatografia de troca
cationica utilizando uma coluna de SP-Sepharose equilibrada a pH 5,0. Foi feita a
purificacdo da biomassa obtida em meio complexo e da biomassa resultante do cultivo
em meio definido. Em ambos os casos, a pureza final atingida foi préxima de 80%,
contudo, o rendimento global em massa da proteina de interesse foi inferior a 0,5%
nos dois casos (EGUIA et al., 2021).

Em razao da pureza ter sido inferior a 90% com o uso da metodologia anterior,
Eguia et al. (2021) decidiram acrescentar mais uma operacao cromatografica a
purificagéo da rhG-CSF, que foi a cromatografia de troca anidnica usando uma coluna
de Q-Sepharose equilibrada a pH 8,0. A etapa mencionada foi executada antes da
cromatografia de troca catibnica com SP-Sepharose. Neste segundo procedimento
de purificagéo, foi empregada a biomassa obtida em meio definido. Foi atingida a
pureza de 87,3% e o rendimento global de 36,3% ap0s a cromatografia com Q-
Sepharose e, sucessivamente, foi obtida a pureza de 91,8% e o rendimento global de
2,2% depois da execucao da cromatografia com SP-Sepharose. O baixo rendimento
se deve a producéo em corpo de inclusdo, por conta da renaturagao.

O proximo trabalho que relata a obtencdo e purificacdo de uma proteina
recombinante sem tag foi elaborado por Li et al. (2022). A molécula-alvo se tratou de
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um nanocorpo utilizado na regulagcéo da atividade do fator de crescimento nervoso
(NGF), responsavel pelo crescimento e desenvolvimento de neurdnios periféricos e
centrais, mantendo a sobrevivéncia neuronal e desempenhando um papel
fundamental na artrite e nas dores crbnica e aguda. Nesse sentido, o nanocorpo
produzido no trabalho (anti-NGF) possui propriedades terapéuticas para o alivio dos
sintomas mencionados. A massa molecular da proteina-alvo € de 42 kDa e seu ponto
isoelétrico € igual a 6,5 (LI et al., 2022).

Para a obtenc&o da proteina de interesse, foi feito o cultivo em meio definido
de uma cepa de Pichia pastoris num biorreator de 7 L a 29°C por 7 dias.
Posteriormente, a biomassa obtida foi centrifugada a 8000 g por 15 minutos e o
sobrenadante foi coletado e filtrado usando membranas de 0,45 e 0,22 pm
sobrepostas. O material resultante apresentou pH 5,5, condutividade de 20 mS/cm e
concentragéo de 2,3 mg/mL (LI et al., 2022).

Ja para a purificacao de anti-NGF, as etapas mais importantes se trataram de
duas operacdes de cromatografia. A primeira fase foi feita com o objetivo de capturar
a molécula-alvo e se tratou da cromatografia de modo misto utilizando as resinas
Capto MMC e Eshmuno HCX empacotadas numa coluna equilibrada a pH 5,0, que
foi conectada a um cromatografo Akta Avant 25. As resinas citadas possibilitaram
interacdes hidrofébicas e, também, de troca catibnica. A segunda etapa se tratou de
uma cromatografia de troca catibnica usando uma coluna de Capto S ImpAct
equilibrada a pH 5,0, cuja finalidade foi remover as impurezas proteicas do material e
possibilitar, dessa maneira, a obtencao de uma pureza mais elevada para a proteina-
alvo (LI et al., 2022).

A pureza encontrada apés a primeira cromatografia foi de 93%, tendo sido
obtido um rendimento global de 76,9% em relacdo a massa de anti-NGF presente no
sobrenadante obtido ao fim do cultivo. Depois da segunda cromatografia, a pureza
atingida foi de 99,8%, com um rendimento global de 64,6%.

De acordo com os trabalhos da literatura revisados sobre purificacdo de
proteinas sem tag, é possivel atingir purezas acima de 90% das proteinas de
interesse. Os trabalhos de Benedini (2019) e Benedini et al. (2020) utilizaram a
modelagem e a simulac&o da etapa de cromatografia para a estimativa das condi¢bes
Otimas de operagdo da coluna, indicando que a metodologia citada pode ser
explorada em trabalhos futuros cujo objetivo seja realizar a purificacdo de uma

proteina sem tag, como foi o caso do presente trabalho. Dessa forma, torna-se
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possivel reduzir os custos e 0 tempo necessario para a selecdo e a disposicédo

adequada das etapas de cromatografia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Producao da proteina de interesse

A obtencdo da proteina de superficie de pneumococo A (PspA) para o0s
estudos de purificacdo foi realizada por meio de cultivos da cepa comercial ClearColi®
recombinante, que apresentava um fragmento do gene de PspA de Streptococcus
pneumoniae. O dominio N-terminal e o primeiro bloco rico em prolina do gene PspA
(GenBank: EF649969.1), aqui denominado PspA4Pro, foi inserido no plasmideo
PET37b + (Novagen) e expresso em E. coli BL21(DE3) ClearColi® (LGC Biosearch
Technologies, Middlesex, Reino Unido) (PAREDES, 2018; CARDOSO, 2019).

Os cultivos foram conduzidos num biorreator de 5 L, com volume de meio de
3,5 L, operado no modo batelada, durante o doutorado de Valdemir Moretto Cardoso
(CARDOSO, 2019) realizado nos laboratorios do Departamento de Engenharia

Quimica (UFSCar), empregando as condi¢des de cultivo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1 — Cultivos realizados para producéo e purificacdo de PspA4Pro (CARDOSO,

2019).
Cultivo Condicdes do cultivo Processo de purificacao
1 Meio complexo. Indu¢do com P3

IPTG a 1,0 mmol.Lta 32°C.

2 Meio complexo. Indugdo com PleP6
IPTG a 0,7 mmol.Lt a 32°C.

3 Meio definido. Inducéo com IPTG P2, P4 e P5
a 0,7 mmol.Lt a 32°C.
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Para efeito de comparacdo de desempenho dos processos de purificagéo,
foram selecionadas biomassas obtidas em meio complexo (cultivos 1 e 2) e em meio
definido (cultivo 3). Em todos os cultivos, a inducéo foi realizada com isopropil-g-D-1-

tiogalactopiranosideo (IPTG) e a temperatura foi mantida em 32°C.

Para a preparacdo do material para a purificacdo, as suspensdes obtidas ao
final dos cultivos foram centrifugadas (30 min, a 4°C e 6700 g), os pellets das células
foram transferidos para bolsas plasticas, congelados a -80°C e enviados ao
Laboratério de Desenvolvimento de Vacinas do Instituto Butantan, onde

permaneceram armazenados a -80°C em ultrafreezer até uso.

3.2. Estudos de purificacéo

A partir das biomassas obtidas nos cultivos 1 a 3, foram realizados seis estudos
de purificacdo de PspA4Pro, P1 a P6, conforme descrito na Tabela 1. O procedimento
experimental adotado nos seis processos de purificagdo envolveu as etapas de
rompimento celular, precipitacdo com detergente de CTAB, cromatografia de troca
anibnica e crioprecipitacdo, as quais sao detalhadas nos proximos tépicos. Todos os
experimentos de purificacdo foram realizados no Laboratorio de Desenvolvimento de

Vacinas do Instituto Butantan.

Em razao do presente trabalho ter utilizado a mesma plataforma de expresséao
do trabalho de Cardoso et al. (2022) para a producédo da PspA4Pro e ter, também,
utilizado uma metodologia similar para a purificacao da proteina-alvo, foi feito o estudo
dos resultados das purificacGes feitas no presente trabalho para a realizacdo de

possiveis comparacdes com os dados do trabalho de Cardoso et al. (2022).

As duas primeiras purificacdes, P1 e P2, foram feitas utilizando as biomassas
que foram escolhidas com base nos altos valores de rendimento em PspA4Pro
obtidos no fim dos cultivos. O dado foi igual a 175 mg PspA4Pro/g células para a
biomassa usada na P1 e equivalente a 152 mg PspA4Pro/g células para a biomassa
empregada na P2 (CARDOSO, 2019).

Aléem disso, a selecéo das duas biomassas também foi motivada pela diferenca
no meio de cultivo utilizado para a obtencdo de cada uma (meio complexo, cultivo 2

na P1 e meio definido, cultivo 3 na P2), tornando possivel, posteriormente, o estudo
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da influéncia do uso de meios de cultivo diferentes no desempenho do processo de
purificacdo (Tabela 1). Nas duas purificacdes, a estratégia de execucéo da etapa de
cromatografia de troca anidnica foi a mesma, tendo sido adotado o protocolo de
eluicdo proposto no trabalho de Benedini (2019), utilizando o gradiente de
concentracédo de NaCl nos valores de 100, 250 e 1000 mmol.L%, sempre com 5

volumes de coluna para cada eluicéo.

Contudo, as purificacbes 1 e 2 apresentaram falhas devido a elevagédo da
temperatura observada durante o rompimento celular, comprometendo a avaliacao
da influéncia do meio de cultivo no desempenho das purificagdes. Dessa forma, foi
decidido executar a purificacdo 3 (P3) utilizando a biomassa do cultivo 1, obtida em
meio complexo, comparando os resultados obtidos com os da purificagdo de Cardoso
et al. (2022), cuja biomassa foi obtida em meio definido.

A estratégia de execucao da etapa de cromatografia de troca anibénica na P3
foi a mesma do trabalho de Cardoso et al. (2022), sendo correspondente ao uso do
protocolo de eluicdo proposto no trabalho de Figueiredo et al. (2014), com o gradiente
de concentracdo de NaCl nos valores de 150, 300 e 1000 mmol.L, sempre com 5
volumes de coluna para cada elui¢do. O rendimento em PspA4Pro atingido no cultivo
da biomassa usada na P3 foi igual a 100 mg PspA4Pro/g células (CARDOSO, 2019).

De posse da informagao a respeito da influéncia do meio de cultivo nos
resultados das purificacdes, também foi desejado realizar a comparagao entre 0s
protocolos de eluicdo de Benedini (2019) e Figueiredo (2014), verificando a eficiéncia

de cada um no processo de purificacéo.

Para isso, os resultados da purificacdo de Cardoso et al. (2022) deveriam ser
comparados com os dados da purificacdo de uma biomassa obtida em meio definido
e utilizando o protocolo de Benedini (2019). Uma vez que a P2 ndo poderia ser
utilizada nesse estudo devido ao prejuizo causado pelo aumento da temperatura
durante a lise celular, foi decidido executar a purificagéo 4 (P4) como uma réplica da

P2, corrigindo o problema mencionado.

Apesar das biomassas utilizadas na P4 e na purificagdo de Cardoso et al.
(2022) terem sido ambas obtidas em meio definido, elas apresentavam diferencas na
producéo de proteina, como o uso de IPTG a 0,5 mmol.L* juntamente com lactose a
10 g.L! para a inducdo por Cardoso et al. (2022), ao passo que para a inducdo da

biomassa no cultivo 3 foi empregado apenas o IPTG a 0,7 mmol.L? (Tabela 1). Além
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disso, o homogeneizador de alta pressdao empregado por Cardoso et al. (2022) foi
distinto se comparado ao da P4 e, também, houve diferenca na metodologia de
guantificacdo de proteinas soluveis totais, tendo sido utilizado o método de Lowry no

trabalho de Cardoso et al. (2022) e o método do acido bicinconinico (BCA) na P4.

Tendo em vista todas as diferencas apresentadas entre a P4 e a purificacédo
de Cardoso et al. (2022), foi decidida a execucao da purificacdo 5 (P5) utilizando a
mesma biomassa da P4 e adotando o protocolo de Figueiredo (2014), com o objetivo
de possibilitar uma comparagdo mais adequada entre os protocolos de Benedini
(2019) e de Figueiredo (2014). Neste caso, com excecédo do protocolo de eluicédo, foi
empregada a mesma metodologia de purificagcdo na P4 e na P5 e, também, foi

utilizado o método BCA para a quantificacédo de proteinas sollveis totais.

Analisando os resultados das purificacdes realizadas com o protocolo de
Benedini (2019), foi percebido que em nenhuma delas tinha sido atingido o valor
minimo desejado de pureza para a proteina de interesse, igual a 95%. Em razdo da
P1 ter sido prejudicada em decorréncia do aumento de temperatura observado no
rompimento celular, foi decidido executar a purificacdo 6 (P6) utilizando a mesma
biomassa da P1, pois no cultivo dela havia sido atingido o maior rendimento em
PspA4Pro, de 175 mg PspA4Pro/g células (CARDOSO, 2019), havendo maior
possibilidade de atingir a pureza pretendida da proteina de interesse com 0 uso da
biomassa citada. O protocolo de eluicdo selecionado na P6 foi o de Benedini (2019),

0 mesmo da P1.

A execucdo da P6 foi motivada, principalmente, pelo objetivo de alcancar a
pureza minima de 95% para a PspA4Pro com a adocao do protocolo de Benedini
(2019) para a cromatografia de troca anionica. Contudo, a reprodugdo desta
purificacdo também possibilitou um estudo adicional sobre a influéncia do uso de
meios de cultivo e protocolos de eluicéo diferentes no desempenho do processo. Isto
ocorreu porque os resultados da P6, feita em meio complexo, puderam ser
comparados com os da P4, feita em meio definido, tendo ambas as purificacdes sido
executadas usando o protocolo de Benedini (2019). Além disso, os dados da P6,
realizada com o protocolo de Benedini (2019), puderam ser comparados com 0s da
P3, realizada com o protocolo de Figueiredo (2014), tendo ambas as biomassas sido
obtidas em meio complexo. A Tabela 2 resume os dados mais importantes sobre as

purificagcbes realizadas e as motivacdes de cada uma.
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Tabela 2 — Principais informacdes sobre as purificacdes realizadas.

Purificagdo | Condig¢des do cultivo | Protocolo de eluigao Justificativas
Meio complexo. Alto rendimento em
1 Inducdo com IPTG a Benedini (2019) PspA4Pro.
0,7 mmol.Lta 32°C.
Alto rendimento em
Meio definido. PspA4Pro.
2 Inducéo com IPTG a Benedini (2019) | Comparagao com a
0,7 mmol.L1 a 32°C. P1 (meios de
cultivos diferentes).
Comparagéo com a
Meio complexo. purificacéo de
3 Inducéo com IPTG a |  Figueiredo (2014) Cardoso et al.
1,0 mmol.L! a 32°C. (2022) (meios de
cultivo diferentes).
Meio definido.
4 Indugéo com IPTG a Benedini (2019) Repeticdo da P2.
0,7 mmol.L* a 32°C.
Meio definido. Comparacédo com a
5 Inducdo com IPTG a | Figueiredo (2014) P4 (protocolos de
0,7 mmol.L* a 32°C. eluicao diferentes).
Repeticao da P1.
Comparacédo com a
Meio complexo. P3 (protocolos de
6 Inducdo com IPTG a Benedini (2019) eluicéo diferentes).

0,7 mmol.L1a 32°C.

Comparacgédo com a
P4 (meios de

cultivo diferentes).
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3.2.1. Descricao geral do procedimento experimental

A Figura 8 apresenta o diagrama de blocos descrevendo de maneira
simplificada todas as etapas necessarias para a obtencdo da proteina de interesse
com um alto valor de pureza, que foram executadas nos estudos de purificacdo de
PspA4Pro desenvolvidos no presente trabalho, desde a centrifugacdo da biomassa
obtida em cada cultivo feito no trabalho de Cardoso (2019), conforme descrito no

topico 3.1, até a operacao final de crioprecipitacao.

Figura 8 — Diagrama de blocos do procedimento experimental adotado em nas

purificagdes.
Centrllfugagao Congaiameios Ressuspenséo da biomassa
da biomassa armazenamento dos I taESS g s
obtida no cultivo pellets da biomassa P

!

Rompimento celular usando

Centrifugacéo <::| | Precipitagdo com CTAB | <:| o homogeneizador de alta

ﬁ presséo

Ajuste do pH e da
condutividade do - . Cromatografia de troca
b b |:> | Filtrag&o a 0,45 ym | :> afiboia

obtido @

l Crioprecipitagéo |

Fonte: Autor.

3.2.1.1. Rompimento celular (RC)

Os pellets congelados de cada um dos cultivos apresentados na Tabela 1
foram ressuspendidos num tampéo de lise, composto por fosfato de sédio 100
mmol.L* a pH de 6,5, Triton X-100 a 0,1% em massa por volume e EDTA 5 mmol.L?
(FIGUEIREDO et al., 2017). Foram adicionados 300 mL da soluc&o tampéo de lise
para 30 g dos pellets de cada biomassa. No momento da ressuspensdo com o
agitador, foi adicionado, também, o inibidor de proteases fluoreto de fenilmetilsulfonil
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(PMSF) 1 mmol.L%, num volume de 3 mL (FIGUEIREDO et al., 2017). As suspensdes
foram agitadas por 15 minutos, armazenadas em recipientes e entdo processadas no
homogeneizador de alta pressdo Panda Plus, equipamento empregado no

rompimento celular, mostrado na Figura 9.

Figura 9 — Panda Plus, sistema utilizado para ruptura celular.

Fonte: Autor.

O homogeneizador Panda Plus ndo possui conexdo a um banho de
refrigeracdo e, dessa maneira, foi verificada a necessidade de manter a temperatura
abaixo de 35°C ao longo do desenvolvimento do trabalho. Na Tabela 3, estéo
identificadas as biomassas obtidas em cada cultivo e seu respectivo RC, juntamente

com a descricdo de quando houve ou ndo o controle de temperatura em cada caso.

No caso da P1 e da P2, a pressao de operacéao selecionada foi de 500 bar e a
vazéo de recirculagdo medida nesta condi¢ao foi 0,265 L/min. As amostras foram
recirculadas em loop fechado até todo o volume de 300 mL passar 9 vezes pelo
homogeneizador, resultando num tempo de processo de 8 minutos. Foi medido o

volume de cada amostra ap0s o rompimento celular utilizando provetas de 500 mL.

A partir da P3, a pressao de operagédo escolhida foi de 1200 bar. A cada
passagem dos conteudos pelo homogeneizador, os volumes foram inseridos em

recipientes e resfriados no gelo. Ao todo, foram realizadas quatro passagens das
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amostras pelo equipamento. Este procedimento foi adotado em razdo de P1 e P2
terem apresentado um aumento da temperatura, podendo causar a desnaturacao da
proteina de interesse. Posteriormente a lise celular, foi medido o volume de cada

material com o uso de provetas de 500 mL.

Tabela 3 — Descricdo da etapa de rompimento celular executada para cada biomassa.

Cultivo | Condi¢des do cultivo Identificacédo do Ocorréncia do
rompimento celular controle de
temperatura
1 Meio complexo. RC3 Sim

Inducdo com IPTG a
1,0 mmol.Lta 32°C.

2 Meio complexo. RC1 e RC6 Somente na RC6
Inducdo com IPTG a
0,7 mmol.L* a 32°C.

3 Meio definido. RC2, RC4 e RC5 Somente na RC4
Inducdo com IPTG a e na RC5
0,7 mmol.L* a 32°C.

3.2.1.2. Precipitacdo com CTAB

Foi adicionado 0,1% em massa por volume de CTAB as suspensfes obtidas
depois do rompimento celular (FIGUEIREDO et al., 2017). Os proximos passos foram
a agitacdo e a centrifugacdo dos materiais, cujo objetivo foi precipitar o0s

contaminantes proteicos.

No caso das purificacdes 1, 3, 4, 5 e 6 os conteudos foram agitados por 1 hora
e, posteriormente, centrifugados a 10000 rpm por 1 hora a 10°C (FIGUEIREDO et al.,
2017). Ja com relagédo a P2, a agitacao foi feita no tempo de 1 hora e 30 minutos e
foram feitas duas centrifugacdes a 10000 rpm com duracao de 1 hora cada, pelo fato
de ndo ter ocorrido precipitacdo integral de contaminantes com uma unica

centrifugagcdo. Os sobrenadantes obtidos apds as centrifugacdes foram transferidos
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para béqueres e homogeneizados, tendo sido denominados como os clarificados de
cada purificacdo. Foram retiradas duas aliquotas de 2 mL de cada um dos
clarificados, as quais foram transferidas para tubos eppendorf para posterior analise

da concentracéo de proteinas sollveis totais e da pureza da PspA4Pro.

3.2.1.3. Cromatografia de troca anidnica (CTA) em Q-Sepharose

A cromatografia de troca anionica € a etapa mais importante da purificacdo da
PspA4Pro, na qual se define uma estratégia de eluicdo para obter uma fracdo mais
rica na proteina de interesse, enquanto as outras fracfes contém, principalmente, as

proteinas contaminantes.

O primeiro método de eluicdo estudado no presente trabalho se trata do
protocolo desenvolvido por Benedini (2019). Conforme mencionado em 3.2, o
gradiente crescente de eluicdo para este método foi composto pelas concentracdes
de 100, 250 e 1000 mmol.L* de NaCl, utilizando 5 volumes de coluna para cada
eluicdo. A eluicdo central se trata daquela na qual foi utilizada a concentracao de NaCl

intermediaria dentre as trés eluices.

O protocolo de Benedini (2019) foi escolhido para a execucao das primeiras
purificagbes (P1 e P2) pelo fato de a modelagem e simulagédo da etapa de
cromatografia de troca anidnica feitas no trabalho citado terem constatado a formacao
de um pico mais amplo para a proteina de interesse no perfil de eluicdo quando a
concentracdo de NaCl na eluicdo central foi igualada a 250 mmol.L, ao passo que
os picos referentes a PspA4Pro foram mais estreitos quando as concentracfes de

NaCl na eluicdo central foram iguais a 300 e 350 mmol.L™.

Com base na observacédo anterior, sdo esperados melhores resultados de
pureza da PspA4Pro quando a concentracdo de NaCl na eluigao central for igual a
250 mmol.L1. Porém, no caso de Benedini (2019), a PspA4Pro purificada foi obtida a
partir de cultivos de E. coli BL21(DE3) pET37b+PspA4Pro como plataforma de
expressao, enquanto os clarificados processados no presente trabalho foram obtidos
em cultivos de E. coli BL21(DE3) ClearColi® pET37b+PspA4Pro.

O segundo meétodo de eluicdo utilizado no presente trabalho se trata do

protocolo de eluigao elaborado por Figueiredo (2014). De acordo com o que foi citado



37

em 3.2, o gradiente crescente de eluicdo para este método foi composto pelas
concentracdes de 150, 300 e 1000 mmol.L* de NaCl, utilizando 5 volumes de coluna

para cada eluicao.

O trabalho de Figueiredo (2014) apresentou resultados elevados da pureza de
PspA4Pro na eluicdo com a concentracéo de NaCl igual a 300 mmol.L. O protocolo
deste trabalho foi adotado na P3 unicamente em razdo dessa purificacao ter utilizado
uma biomassa obtida em meio complexo, possibilitando a comparacdo do
desempenho no processo com o do trabalho de Cardoso et al. (2022), que utilizou o
mesmo protocolo para a purificacdo usando, porém, uma biomassa obtida em meio

definido.

Conforme a simulacdo feita no trabalho de Benedini (2019) indicou, sao
esperadas purezas mais altas da PspA4Pro se a concentracdo de NaCl na eluicdo
central do protocolo de Figueiredo (2014), 300 mmol.L%, for substituida por 250

mmol.L™1.

Portanto, a P4 foi realizada com o objetivo de possibilitar o estudo dessa
afirmacéo, utilizando uma biomassa obtida em meio definido e o protocolo de
Benedini (2019) para comparar o resultado obtido com o do trabalho de Cardoso et
al. (2022), que utilizou uma biomassa obtida também em meio definido para a
purificacdo adotando, porém, o protocolo de eluicdo de Figueiredo (2014). Ainda
neste raciocinio, a P5 foi executada usando a mesma biomassa da P4 e empregando
o protocolo de eluicdo de Figueiredo (2014), possibilitando mais uma comparacéao

entre os protocolos de eluicdo de Benedini (2019) e de Figueiredo (2014).

Com a realizacéo da P6, foi possivel fazer uma terceira comparacao entre 0s
dois protocolos de eluicdo usados no trabalho, em razdo da P6 ter sido feita em meio
complexo usando o protocolo de Benedini (2019), podendo ser comparada com a P3,
feita também em meio complexo, porém, utilizando o protocolo de Figueiredo (2014).

Em todas as cromatografias, foi realizado o fracionamento da eluigcdo central
(250 mmol.L! para P1, P2, P4 e P6 e 300 mmol.L! para P3 e P5) em dez subfracdes
de volumes idénticos, que foram coletadas separadamente, com o objetivo de
identificar possiveis amostras apresentando maior pureza da proteina de interesse
(BENEDINI, 2019).

A Tabela 4 indica todos os detalhes de cada cromatografia de troca aniénica

realizada no presente trabalho. As fracGes de saida da coluna cromatografica incluem
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a fragcdo ndo adsorvida (QNAds) e as fragOes e subfracbes de eluicdo, que sdo
identificadas por “Q(valor da concentragdo de NaCl em mmol.LY) nimero da
subfracao, se for da elui¢ado central” (BENEDINI et al., 2020).

As seis cromatografias de troca anionica foram realizadas em resina Q-
Sepharose acoplada a um cromatografo Akta Avant 150, mostrado na Figura 10. O
volume de coluna foi de 74 mL e a vazéo de trabalho, 13,5 mL/min. Antes de cada
uso da coluna cromatogréfica, foi feita a sua lavagem com &gua Milli-Q utilizando um

volume igual a 5 volumes de coluna (FIGUEIREDO et al., 2017).

Foi elaborada uma solucdo mée de fosfato de sédio 100 mmol.L't a um pH de
6,5, 0 qual foi empregado para a obtencdo das solucdes tampao de equilibrio e de
eluicdo. O tampao concentrado foi filtrado em membrana de porosidade 0,45 um. Em
seguida, foi preparado o tampao de equilibrio da Q-Sepharose composto por fosfato
de sédio 10 mmol.L** a um pH de 6,5. Foi medida a temperatura e a condutividade do
tampao com o uso de um condutivimetro. A solucao foi filtrada a 0,45 um e adicionada
a coluna até que o pH do sistema atingisse o valor de 6,5 (FIGUEIREDO et al., 2017).

Preparou-se, também, o tampéo de eluicdo da coluna a 1 mol.L' de NaCl
dissolvendo 58,5 g do sal sélido em 1 L de fosfato de sédio 10 mmol.L"*a um pH de
6,5. O tampao foi filtrado a 0,45 um. Por ultimo, foi feita a solucdo de limpeza da
coluna composta por 1 mol.L* de NaCl e 0,6% em volume de acido acético glacial em
agua Milli-Q. A solucao foi filtrada a 0,45 um e utilizada para a limpeza da coluna

posteriormente a cada cromatografia (FIGUEIREDO et al., 2017).

Figura 10 — Cromatdgrafo Akta Avant 150.

Fonte: Figueiredo (2014).
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Antes de processar os clarificados de cada purificagdo na coluna
cromatografica, o pH e a condutividade deles foram ajustados de modo a tornar os
valores iguais aos da solucdo tampao de equilibrio. Para o ajuste do pH, foram
utilizadas solucdes de acido cloridrico e hidroxido de sédio. Para o acerto da
condutividade, foi adicionada agua Milli-Q a cada um dos clarificados. Os materiais
foram filtrados a 0,45 pm e os volumes medidos com o uso de provetas, tendo sido
esses valores os considerados como os volumes de clarificado de cada uma das seis
purificacbes (FIGUEIREDO et al., 2017).

Tabela 4 — Informagdes sobre a CTA feita em cada uma das purificagoes.

Processo Condicdes de Rendimento | Protocolo de FracOes de
no qual a cultivo para a em PspA4Pro eluicédo saida
CTA foi obtencéo da (mg
realizada biomassa PspA4Pro/g
células)
PleP6 Meio complexo. 175
Inducéo com
IPTG a 0,7 QNAds, Q100,
mmol.Lta 32°C. Benedini 0250 1a
P2 e P4 Meio definido. 152 (2019) Q250_10e
Inducéo com Q1000
IPTG a0,7
mmol.Lta 32°C.
P3 Meio complexo. 100
Inducéo com
IPTG a 1,0 QNAds, Q150,
mmol.Lta 32°C. Figueiredo 0300 1a
PS5 Meio definido. 152 (2014) Q300_10e
Inducdo com Q1000

IPTG a 0,7
mmol.Lta 32°C.
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Apbs cada uso e limpeza da coluna cromatografica com a solucéo preparada
previamente, foram inseridos nela 5 volumes de coluna de &gua Milli-Q e,
consecutivamente, 3 volumes de coluna de solucéo de etanol em agua Milli-Q com
concentracdo de 20% em volume. Este procedimento foi feito para condicionamento

da coluna para armazenamento (FIGUEIREDO, 2014).

Todos as amostras de saida da coluna foram homogeneizadas, retirando-se
duas aliquotas de 2 mL de cada uma delas e colocando-as em tubos eppendorf. Foi
também medido o volume da fracdo ndo adsorvida e da solugdo acida utilizando

provetas.

No caso particular da fragdo Q1000, a alta concentracdo de sal poderia
prejudicar as analises das etapas posteriores. Dessa forma, foi executada a didlise
de todas as fragcdes Q1000 das purificacBes para aumentar a concentracao proteica

e diminuir a concentracao do sal.

O procedimento de dialise consistiu em inserir 500 yL da aliquota da Q1000
num tubo com um filtro para centrifugacdo da Amicon®, centrifugando o contetido por
30 minutos até o volume atingir 50 pyL. Sucessivamente, o valor foi completado com
agua destilada até 500 pL, sendo feita novamente a centrifugacdo nas mesmas
condi¢Bes. Por ultimo, o filtro foi invertido num novo frasco, rotacionando-o por 2
minutos. O material contido no fundo do tubo foi utilizado para realizar as analises da
fracdo Q1000 (MERCK MILLIPORE, 2024).

3.2.1.4. Fracionamento da elui¢do central e caracterizacao

Nos préximos paragrafos, serdo apresentados os resultados do trabalho de
Benedini (2019) referentes ao fracionamento da eluicdo central de uma cromatografia
de troca anibnica e de que maneira a ado¢cdo de um método similar ao do trabalho

mencionado pode influenciar no desempenho das purificacdes.

No trabalho de Benedini (2019), foi feita a simulagéo da eluicdo Q300 de uma
cromatografia de troca anibnica que, depois, foi aplicada num procedimento
experimental. No caso, o pico Q300 foi fracionado em seis subfra¢gdes, cada uma com
0,5 volume de coluna, sendo feita a medida da pureza e da massa total de proteinas

de cada subfracdo na simulagéo do extrato celular clarificado virtual e, também, na
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etapa experimental. Os resultados de pureza e de massa total de proteinas das
subfracdes foram comparados nos dois casos citados, com 0 objetivo de verificar se
os dados experimentais obtidos podiam ser representados pelo modelo utilizado na
simulacado. Os resultados demonstraram claramente a precisdo do modelo usado e a
adequacdo da metodologia de modelagem para a determinagdo numérica dos
parametros. De acordo com a simulacdo, a segunda subfracdo da eluicdo central
apresentou 35,2% da massa de proteinas totais eluida, com pureza 25,1% maior que
a obtida para a fracdo Q300 de outra cromatografia de troca anibnica executada no
trabalho, na qual n&o havia sido feito o fracionamento. Um comportamento
semelhante foi observado nos dados experimentais para essa mesma subfracéo, que
apresentou 39,9% da massa de proteinas totais eluida, com pureza 34,0% superior a
da fracdo Q300 da cromatografia de troca anidnica na qual ndo tinha sido feito o

fracionamento.

De acordo com os resultados atingidos no trabalho de Benedini (2019), tornou-
se interessante implementar o fracionamento da eluicdo central nas seis purificagdes
realizadas para avaliar se essa técnica de fato contribui para o aumento da pureza e

guais sado as consequéncias para o rendimento da proteina de interesse.

Conforme mencionado em 3.2.1.3, a eluicdo central de cada CTA feita no
presente trabalho foi fracionada em dez subfracGes de volumes idénticos, que foram
recolhidas separadamente utilizando o coletor do Akta Avant 150 e armazenadas em
tubos de 50 mL na geladeira a 6°C. Posteriormente, foi feita a caracterizacéo de cada
uma das subfraces por meio das medidas de massa de proteinas sollUveis totais,
pureza e rendimento de PspA4Pro. O procedimento citado também foi realizado para
0 pool de proteinas representativo de cada purificacdo, o qual foi formado do modo

como sera explicado nos paragrafos sucessivos.

Para as purificacdes 1, 2 e 3 foi preparado o pool representativo da eluicdo
central por meio da reunido do volume total de cada subfragcéo coletada num béquer,
totalizando em torno de 370 mL. O conteudo de cada pool foi homogeneizado, sendo
feita a retirada de 2 amostras de 2 mL de cada um e inserindo-as em tubos eppendorf.
Contudo, a caracterizac¢édo do pool constituido para a P1 e para a P3 foi comprometida
devido ao fato das amostras de 2 mL terem sido deixadas mais de um més na
geladeira, sem o devido congelamento, o que ocasionou a deterioracao das proteinas

por micro-organismos. Como segunda alternativa, a pureza do pool das purificagbes
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1 e 3 foi determinada como sendo a média das purezas estimadas para cada
subfracdo da eluicdo central, exceto as subfragbes Q250 1 e Q250 10 na Pl e
Q300_1 e Q300_10naP3, devido a baixa quantidade de proteinas totais encontradas

nessas amostras.

Nas trés primeiras purificacdes, foram observados os maiores valores de
pureza em PspA4Pro nas subfracbes coletadas na eluicdo central apds a
cromatografia de troca anibnica. Portanto, foi decidido aplicar a etapa de
crioprecipitacdo a pH 4,0, que ser& detalhada no proximo topico, ao pool formado de

cada uma das trés purificacfes para elevar a pureza da proteina de interesse.

Como as purezas mais elevadas foram encontradas nas subfragdes iniciais da
eluicdo central nas purificacdes 1, 2 e 3, foi concluido que seria interessante a
realizacdo da crioprecipitacdo a pH 4,0 de forma individual para cada subfracdo nas
proximas purificacdes (P4, P5 e P6), além de executar o mesmo procedimento para
0 pool representativo. Com base nisso, foi decidido preparar a composi¢céo do pool
representativo das trés ultimas purificacfes utilizando 10 mL de cada uma das
subfracdes da eluicdo central num béquer, resultando no volume final de 100 mL. O
conteudo foi homogeneizado e foram retiradas duas amostras de 2 mL, colocando-as
em tubos eppendorf. O volume restante de cada subfragdo, em torno de 25 mL, foi
utilizado para a crioprecipitacdo individual de cada uma, conforme é descrito no

préximo topico.

3.2.1.5. Crioprecipitacao a pH 4,0

A etapa de crioprecipitacdo tem a finalidade de aumentar a pureza em
PspA4Pro no produto final da purificacdo, buscando atingir o valor minimo de 95%
estabelecido pelos 6rgdos de regulacdo (FIGUEIREDO, 2014). Assim, a
crioprecipitacdo foi aplicada as fracbes coletadas na eluicdo central, as quais
apresentaram a maior pureza em PspA4Pro ap0s a etapa de cromatografia de troca
anibnica.

Para a realizagdo da crioprecipitacdo, o conteudo de cada pool formado nas
seis purificagbes foi homogeneizado e com 0 gotejamento de uma solug¢édo de acido
acético a aproximadamente 1 mol.L! os valores de pH foram ajustados para 4,0. Os

materiais foram dispostos em seis recipientes distintos de 500 mL e armazenados
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num freezer a -20°C pelo tempo minimo de 24 horas.

Apoés o periodo de congelamento, cada pool foi descongelado inserindo o
recipiente numa bacia com agua a temperatura ambiente e a suspensao resultante
foi centrifugada a 10000 rpm por 1 hora a 10°C. Foi realizada a filtracdo a 0,45 pm
dos seis sobrenadantes coletados apds a centrifugacéo. Os filtrados obtidos foram
homogeneizados e duas amostras de 2 mL de cada um deles foram retiradas e

armazenadas em tubos eppendorf.

Todas as aliquotas coletadas ao longo das purificacbes que foram
armazenadas nos tubos eppendorf foram guardadas na geladeira a 6°C para analise

posterior.

No caso das purificacdes 4, 5 e 6, além do pool representativo da eluicdo
central, também foi aplicado o processo de crioprecipitacdo individual a todas as dez
subfracdes da eluicdo central, contendo cada uma delas, aproximadamente, 25 mL.
O pH de cada subfracéo foi corrigido para 4,0 adicionando aliquotas de uma solucao
de &cido acético. Posteriormente, os dez frascos armazenando em torno de 25 mL
cada um foram colocados no freezer a -20°C por um periodo de, pelo menos, 24

horas.

Apbs o descongelamento, as dez amostras das subfracdes da eluicdo central

foram centrifugadas, filtradas e armazenadas, conforme descrito para o pool.

3.3. Métodos analiticos

Todas as aliquotas recolhidas em cada etapa do processo (lisados celulares,
clarificados obtidos apds precipitacdo por CTAB, fracdes das cromatografias de troca
anidnica e sobrenadantes das crioprecipitacdes) foram analisadas para determinar a
concentracdo em proteina solavel total e a pureza em PspA4Pro.

3.3.1. Quantificacdo da concentracdo de proteinas solUveis totais pelo
método BCA

O método BCA foi usado para a determinagcéo da concentracdo de proteinas

totais em cada amostra de acordo com o procedimento descrito em Smith et al.
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(1985).

A primeira etapa do procedimento consistiu em preparar uma curva padréo
com solugbes de diferentes concentracdes de BSA em agua destilada, sendo elas
0,04, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5 e 2 mg/mL. Foram inseridos 25 pL de cada solugdo nos

pocos da placa BCA, separando trés pocos para cada uma.

O proximo passo foi realizar as diluicdes das amostras recolhidas dos materiais
gerados durante o processo de purificacdo conforme a necessidade, com o objetivo
de manter as concentracbes dentro dos valores limites da curva padrdo. Foram
adicionados 25 pL de cada amostra diluida nos pogos da placa BCA, usando,
também, trés pocos para cada uma.

Em seguida, foram transferidos 200 yL de uma mistura dos reagentes A
(carbonato de sddio, bicarbonato de sédio, &cido bicinconinico e tartarato de sddio
em hidréxido de sédio 0,1 mol.L) e B (solugdo aquosa de sulfato de cobre 4% m/v)
para cada pogo. O volume em pL de B foi calculado pela divisdo do volume total
requerido da mistura em pL por 51. Ja o volume de A em pL foi determinado pela

multiplicagéo do volume de B em L por 50.

Apés a adicdo da mistura dos componentes A e B nos pocos, a placa BCA foi
coberta por uma placa de plastico negra para evitar a exposi¢ao das solucdes a luz,
devido a sensibilidade dos reagentes. A placa BCA revestida foi levemente agitada

por 15 segundos e, em seguida, posicionada numa estufa a 37°C por 30 minutos.

Finalmente, a placa foi encaixada num leitor de placas UV-Visivel, tendo sido
feita a leitura de cada poco e obtidas as absorbancias no comprimento de onda de
595 nm.

Foi feita a média das absorbancias de cada substancia, eliminando os valores
atipicos. Utilizando a equacdo da curva padrdo determinada, foram calculadas as
concentracOes de proteinas totais em mg/mL usando os resultados de absorbancia
média dos materiais. Para obter as concentracdes reais de proteinas totais em mg/mL
nas respectivas amostras, os valores das concentracdes estimadas no célculo

anterior foram multiplicados pela diluicdo correspondente, se fosse o caso.
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3.3.2. Determinacao da pureza da PspA4Pro por SDS-PAGE

A determinacdo da pureza em PspA4Pro nas amostras recolhidas dos
materiais gerados durante o processo de purificacdo foi realizada por eletroforese
SDS-PAGE (GALLAGHER, 2012). Para a execucéo da eletroforese das amostras das
purificacdes 1, 2 e 3 foram selecionados géis de poliacrilamida a 10% da empresa
Bio-Rad contendo 10 pogos de 50 pyL cada. Na P4 e na P5 foram usados géis de
poliacrilamida a 12% da mesma empresa contendo 10 pogos de 30 L, em razéo de
0S géis a 10% terem acabado. Para a eletroforese dos materiais da P6, foram
comprados e utilizados geéis idénticos aos empregados nas trés primeiras
purificagoes.

Os marcadores moleculares das eletroforeses incluiram fosforilase (97 kDa),
albumina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (31 kDa), tripsina (21
kDa), lactalbumina (14 kDa) e aprotinina (7 kDa).

Foi selecionado o volume de 15 pL das substancias para ser inserido em cada
poco dos géis. Desta maneira, se os volumes estimados fossem inferiores a 15 L,
eles deveriam ser completados com agua destilada até atingirem o0 numero

mencionado. As amostras foram dispostas, primeiramente, em tubos eppendorf.

O tampao de eletroforese foi entdo adicionado em cada amostra, o qual foi
constituido por Laemmli e B-mercaptoetanol, cujas quantidades colocadas em cada
tubo foram, respectivamente, 5 e 0,5 uL. Foi separado um eppendorf contendo 3 uL
do marcador de proteinas. Os tubos foram entdo agitados e aquecidos a 98°C por 3
minutos com o uso de um aquecedor de tubos para desnaturar as proteinas presentes

nas amostras. Este procedimento também foi feito para o marcador.

Posteriormente, os géis foram encaixados no suporte adequado para a
eletroforese, o qual foi preenchido com 1 L de uma solugdo tampéo de tris-glicina
diluida 10 vezes com agua destilada. A estrutura permitiu o encaixe de dois géis.
Foram feitas as inje¢cdes das amostras nos poc¢os dos géis, tendo cada um deles um
poco no qual foi colocado o marcador. Foi conectada uma fonte de energia elétrica
no sistema montado, estabelecendo a diferenca de potencial necessaria para a
migracdo das proteinas nos géis. A tensao selecionada foi de 200 V e o tempo do

processo foi de 35 minutos.

As etapas de montar a estrutura com dois géis, injetar as substancias e



46

conectar o sistema a fonte foram repetidas até completar as analises de todas as
amostras das seis purificagoes.

Apébs a passagem das proteinas pelos géis, eles foram removidos do suporte,
colocados em recipientes e lavados 3 vezes com agua destilada por 5 minutos sob
agitacdo, substituindo a agua a cada lavagem. Sucessivamente, a agua da ultima
lavagem foi descartada e foram adicionados 50 mL de um corante a cada gel,
mantendo-os agitados por 1 hora. Por fim, o corante foi retirado e foi adicionada agua
destilada aos géis para descora-los, conservando-0s nos recipientes sob agitacao por

um tempo minimo de 30 minutos.

Os géis descorados foram colocados num densitdbmetro Loccus DS-5000
calibrado e escaneados, tendo suas imagens analisadas com o uso do software
ImageLab v. 6.0. Por meio da densitometria de bandas (VILELA et al., 2020) foi
possivel determinar a pureza da PspA4Pro (%) em todas as amostras das seis

purificagoes.

3.4. Calculos de balanco de massa, fator de purificacao e rendimento

Os dados obtidos para a concentracdo de proteinas sollveis totais e a pureza
em PspA4Pro nas andlises das amostras dos processos de purificacdo foram

empregados para avaliar o balanco de massa, o fator de purificacdo e o rendimento.

Para determinar as massas (em @) de proteinas totais das amostras, 0s
volumes totais (em mL) coletados em cada etapa do processo de purificacdo foram
multiplicados pelas concentracdes reais de proteinas totais (em mg/mL) obtidas pelo
método BCA, dividindo o valor final por 1000 (FIGUEIREDO et al., 2017).

Para obter as massas de PspA4Pro em g contidas em cada material gerado
nas etapas do processo de purificacdo, os valores de pureza estimados pela
metodologia descrita em 3.3.2. foram multiplicados pelas massas de proteinas totais
correspondentes (FIGUEIREDO et al., 2017).

O balango de massa para as proteinas solUveis totais e para a PspA4Pro foi
realizado considerando as principais etapas do processo de purificagdo. No caso da
cromatografia, foram estipuladas as massas de proteinas totais e de PspA4Pro do
clarificado, da fracdo ndo adsorvida, das fracOes e subfracdes de eluicdo. A corrente
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de entrada da coluna cromatogréfica foi correspondente ao clarificado e a de saida,
aos outros materiais mencionados (FIGUEIREDO et al., 2017).

J& com relacgdo a crioprecipitacao, foi analisada a massa de proteinas solaveis
totais e de PspA4Pro das amostras antes e depois do processo, para verificar se

houve perda de massa em relacéo ao pool inicial (FIGUEIREDO et al., 2017).

Foram ainda determinados o fator de purificacdo e o rendimento globais (%)
de todos os materiais gerados no processo de purificacdo, tendo como referéncia o
clarificado. Para isso, foram utilizados os dados de pureza e massa de PspA4Pro

obtidos nos calculos anteriores.

O fator de purificacédo global foi calculado por meio da divisdo dos valores de
pureza encontrados nas fracdes pela pureza do material de partida da respectiva
purificagdo (PESSOA, KILIKIAN, 2005), ou seja, do clarificado, como apresentado na
Equacéo 16.

Pureza da PspA4Pro na fragdo i (%)

FPi =

" Purezada PspA4Pro no clarificado (%) (16)
Também foi calculado o fator de purificacdo para a crioprecipitacdo (PESSOA;
KILIKIAN, 2005). O raciocinio esta mostrado na Equacéo 17.

Pureza da PspA4Pro apés a crio. (%)

FPqrip =

(17)

Pureza da PspA4Pro antes da crio. (%)

Ja o rendimento global foi estimado dividindo as massas de PspA4Pro de cada
uma das fracdes pela massa de PspA4Pro presente no clarificado da respectiva
purificacdo (PESSOA; KILIKIAN, 2005). O valor final foi multiplicado por 100,
conforme indica a Equacao 18.

Massa da PspA4Prona fragao i (g)

R; (%) =

100% (18)

Massa da PspA4Pro no clarificado (g)

Foi determinado o rendimento para a crioprecipitacdo, com a finalidade de
conferir a massa de PspA4Pro recuperada no processo (PESSOA; KILIKIAN, 2005).
O calculo esta demonstrado na Equacao 19.

Massa da PspA4Pro apés a crio.

Rerio (%) = 100% (19)

Massa da PspA4Pro antes da crio.’
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Modelo para a cromatografia de troca aniénica aplicado a ClearColi®

Para dar inicio ao projeto, foi verificado se 0 modelo proposto por Benedini et
al. (2020) seria adequado para descrever a cromatografia de troca anidnica de
clarificado celular obtido a partir de biomassa de ClearColi®. E importante lembrar
gue o referido modelo foi desenvolvido e validado para clarificados celulares obtidos
a partir de biomassas de E. coli BL21(DE3) convencional, produtoras de PspA4Pro.
Dai a importancia de avaliar o desempenho do modelo com clarificados celulares
ClearColi®, por se tratar de outra plataforma de expresséo da PspA4Pro. O modelo
de Benedini et al. (2020) utiliza a isoterma de a¢do em efeito estérico combinada com
0 Modelo do Equilibrio Dispersivo (MED) (GUIOCHON et al., 2006), e foi usado para
simular o perfil da cromatografia de troca anidnica de uma purificagdo com clarificado
celular de ClearColi® (BENEDINI et al., 2020), comparando o resultado com o perfil
obtido experimentalmente no trabalho de Cardoso et al. (2022), no qual foi feita a
purificacdo da PspA4Pro produzida por meio do cultivo de ClearColi®. As simulacdes

foram realizadas por Benedini e os resultados estao apresentados na Figura 11.

Conforme é mostrado na Figura 11, notadamente na fracdo Q300, o tempo de
residéncia dos picos de ambas as curvas foi praticamente o mesmo, tendo, também,
alturas muito parecidas. Dessa maneira, é possivel dizer que o modelo proposto por
Benedini et al. (2020) se ajustou bem aos dados experimentais da purificacéo relatada
por Cardoso et al. (2022), descrevendo de forma adequada a cromatografia de troca

anionica do clarificado da ClearColi®.

Além disso, a comparacao do perfil experimental de eluicdo apresentado na
Figura 11 (para clarificado de ClearColi®) mostrou semelhancas com o obtido nas
purificacdes realizadas por Figueiredo (2014) com o clarificado de E. coli BL21(DES3)
convencional, sugerindo que as condi¢cbes de eluicao indicadas nos estudos de
Benedini (2019) podem também melhorar os resultados de pureza para clarificados
celulares obtidos a partir de ClearColi®. Desta forma, a etapa de cromatografia de
troca anidnica foi conduzida empregando duas estratégias para comparacao: o
protocolo desenvolvido por Figueiredo (2014) e o protocolo proposto por Benedini

(2019), os quais estao descritos em Materiais e Métodos. Nos préximos tépicos, estao
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reunidos os resultados das etapas de cromatografia de troca anibnica e de
crioprecipitacédo para cada uma das purificacoes.

Figura 11 — Comparacéao entre o perfil obtido da purificagdo com ClearColi® e o0 modelo de
Benedini et al. (2020).
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Fonte: Cedido por Benedini.

4.2. Purificacdes

Nos itens 4.2.1. a 4.2.6 estdo descritos os resultados obtidos para cada um
dos seis estudos de purificagdo da PspA4Pro realizados de acordo com as
justificativas apresentadas no item 3.2. As condicfes de purificacdo estdo resumidas
na Tabela 3. Os dados determinados para cada fracdo das purificacdées incluem a
massa de proteinas solluveis totais, as imagens dos géis de eletroforese, a pureza da
PspA4Pro e o fator de purificacédo e rendimento globais. Também foram calculados o
fator de purificacdo e o rendimento para a etapa de crioprecipitacdo utilizando as
Equacgbes 17 e 19.
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4.2.1. Purificacao 1

Conforme mostra a Tabela 3 e esta descrito em 3.2.1.3, P1 foi conduzida de
acordo com o protocolo proposto por Benedini (2019) a partir do clarificado celular
obtido em cultivo de ClearColi® em meio complexo. As Figuras 12 e 13 representam
as imagens das bandas das proteinas de cada uma das frac6es da P1 indicadas pelos

géis de eletroforese.

A Tabela 5 apresenta os resultados de massa de proteinas totais, pureza e
massa de PspA4Pro e, também, os dados de fator de purificacdo e rendimento
obtidos na P1. As purezas foram determinadas utilizando as imagens dos géis

apresentadas nas Figuras 12 e 13 por densitometria.

A fracéo da eluicéo central foi dividida em dez subfracdes, contudo, duas delas
tiveram um valor muito baixo de massa de proteinas totais e ndo foram analisadas
nas etapas posteriores. As 8 subfracdes restantes sdo representadas pelos simbolos
de Q250_2 a Q250 9.

Figura 12 — Fracdes da purificacdo P1 no gel 10% SDS-PAGE. A) Marcador molecular. B)
Clarificado. C) QNAds. D) Q100. E) Q250 _2. F) Q250_3. G) Q250_4. H) Q250_5. )
Q250_6. J) Q250_7.
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Fonte: Autor.

Com relacao a analise do pool formado por todas as subfracdes da Q250, foi

visivel a ocorréncia da degradacao das proteinas, pelo fato de haver a sobreposicao
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de muitas bandas na coluna correspondente a amostra do pool (ndo mostrada nas
imagens). Isso aconteceu devido ao fato de a aliquota do pool néo ter sido congelada
e sido avaliada dois meses ap0s a purificacdo. Dessa forma, a amostra do pool foi
descartada e a pureza foi determinada como sendo a média das purezas das 8

subfracdes que foram examinadas.

Figura 13 — Fracdes da purificacdo P1 em dois géis 10% SDS-PAGE. As amostras de Aa D
sdo pertencentes a um gel e as de E e F, a outro gel. A) Marcador molecular. B) Q250 8. C)
Q250_9. D) Q1000. E) Marcador molecular. F) Pool ap6s a crioprecipitacao.
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Fonte: Autor.

A andlise dos resultados de balanco de massa sera realizada de forma
conjunta para as seis purificagcdes em 4.3.1, tanto para a etapa de cromatografia de

troca anibnica quanto para a crioprecipitacao.

Conforme era esperado, a pureza do clarificado (58,81%) foi superior a
encontrada no clarificado da purificacao feita por Cardoso et al. (2022), uma vez que
a biomassa utilizada na P1 apresentava rendimento em PspA4Pro igual a 175 mg
PspA4Pro/g células, maior se comparado ao de Cardoso et al. (2022), que foi de 145

mg PspA4Pro/g células.

Houve a ocorréncia do aumento de temperatura durante o rompimento celular
utilizando o Panda Plus, que pode ter causado a desnaturacao parcial da proteina de
interesse e, também, ter aumentado a solubilidade dos contaminantes proteicos na

amostra, dificultando a precipitagéo deles com o uso do CTAB, na etapa posterior. Os
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fatores citados podem ter influenciado negativamente na pureza do clarificado. Essa
falha na etapa de rompimento celular foi corrigida a partir da P3, por meio da
metodologia descrita no capitulo anterior. Antes de executar a P3, foi feito um estudo
do aumento da temperatura durante a lise celular utilizando outra biomassa, que sera

explicado no topico 4.2.2.

Tabela 5 — Resultados da P1. Biomassa obtida no cultivo 2, conduzido em meio complexo,

com indugéo por IPTG 0,7 mmol.L. Purificacéo realizada com protocolo de Benedini

(2019).

Fracao Massa de | Purezada Massa de Fator de Rendimento
proteinas PspA4Pro PspA4Pro | purificagcdo | global (%)
totais (g) (%) (9) global

Clarificado 2,993 58,81 1,760 1,00 100,00

QNAds 1,510 8,30 0,125 0,14 7,12

Q100 0,369 0,00 0,000 0,00 0,00

Q250_2 0,298 91,17 0,272 1,55 15,44

Q250_3 0,283 86,99 0,246 1,48 13,97

Q250 _4 0,143 74,74 0,107 1,27 6,07

Q250_5 0,071 66,74 0,047 1,13 2,68

Q250_6 0,044 46,06 0,020 0,78 1,14

Q250_7 0,031 39,15 0,012 0,67 0,68

Q250_8 0,021 50,30 0,011 0,86 0,61

Q250_9 0,018 48,40 0,009 0,82 0,50

Q1000 0,216 55,70 0,120 0,95 6,84

Pool Crio. 1,161 88,05 1,022 1,50 58,08

Ainda analisando os dados da Tabela 4, o baixo valor de pureza da PspA4Pro

na fragdo nao adsorvida, de 8,30%, indica alta afinidade da molécula-alvo com a
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resina utilizada na coluna cromatografica, com uma pequena quantidade de
PspA4Pro nao retida na coluna durante o processo. A pureza da PspA4Pro na fragéo
Q100 foi nula. A fracdo Q1000 forneceu uma pureza maior, de 55,70%, com

rendimento global de 6,84%.

As purezas medidas nas fracdes Q100 e Q1000 nao foram coerentes com o
esperado, porque era previsto um valor alto de pureza na Q100 e mais baixo na
Q1000. Isso pode ser justificado pela possibilidade de ter ocorrido o descontrole de
algum parametro durante a cromatografia, podendo ter feito com que a proteina de
interesse adquirisse um excesso de cargas negativas. Consequentemente, a
proteina-alvo pode ter ficado mais fortemente aderida a resina utilizada na coluna,
tornando dificil a eluicdo com o uso da concentracdo de 100 mmol.L, o que explica
a baixa pureza encontrada na fracdo Q100. Utilizando o mesmo raciocinio, a elui¢cao
da molécula-alvo pode ter ocorrido com mais facilidade com o uso de uma

concentracdo mais alta de NacCl, explicando a alta pureza atingida na fracdo Q1000.

Foi observado que nas trés primeiras subfracfes da eluicdo central, foram
obtidos os maiores valores de pureza da PspA4Pro, o que é consistente com as
constatacdes dos estudos de Benedini (2019) utilizando clarificados celulares de E.
coli convencional. O fator de purificacdo e o rendimento também foram mais altos nas

subfracdes mencionadas. A amostra da Q250 2 apresentou os melhores resultados.

Foi feita uma média dos resultados de pureza das subfracbes utilizadas da
eluicdo central, resultando em 62,94%. O fator de purificacdo foi calculado
considerando o valor mencionado e obteve-se 1,07. O rendimento global foi estimado
utilizando a soma das massas de PspA4Pro encontradas em cada subfracao,
resultando no valor de 41,08% para o rendimento.

A respeito dos dados da amostra do pool apds a crioprecipitacdo, foi utilizada
a Equacao 17 e obtido o fator de purificagdo da crioprecipitacao de 1,40, indicando
um aumento da pureza da PspA4Pro nessa quantidade de vezes. O rendimento da
crioprecipitacdo estimado por meio da Equacao 19 foi aproximadamente 100%,
indicando a recuperacao de toda a massa da PspA4Pro em relacéo ao pool antes da
crioprecipitagdo. A massa de proteinas totais também foi totalmente recuperada no
processo. Também foram obtidos fator de purificacdo e rendimento interessantes em

relacéo ao clarificado, de 1,50 e 58,08%, respectivamente.

Apesar de a pureza de pelo menos 95% néo ter sido atingida, os resultados
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obtidos na P1 sugeriram que talvez o objetivo pudesse ser conseguido por meio da
crioprecipitacdo das subfracdes individuais da eluicdo central, principalmente, as
iniciais, as quais apresentaram as purezas mais elevadas. O procedimento foi

adotado a partir da P4.

4.2.2. Purificacao 2

Conforme mostra a Tabela 3 (Materiais e Métodos) e esta descrito em 3.2.1.3,
P2 foi conduzida de acordo com o protocolo proposto por Benedini (2019) a partir de
clarificado celular obtido em cultivo de ClearColi® em meio definido. As Figuras 14 e
15 apresentam os resultados para as amostras relacionadas a P2 obtidas nos géis de

eletroforese.

Apenas a subfracdo Q250 1 da eluicéo central ndo foi utilizada no ensaio SDS-
PAGE, devido ao valor baixo de massa de proteinas totais. As outras 9 subfracdes
foram simbolizadas por Q250 2 a Q250 _10.

Foi construida a Tabela 6 com os resultados de massa de proteinas totais,
pureza e massa de PspA4Pro, fator de purificacdo e rendimento de cada uma das
fracdes da P2. Por meio do estudo das imagens dos géis mostradas nas Figuras 14

e 15, foram estimadas as purezas.

A andlise dos resultados de balanco de massa sera realizada de forma
conjunta para as seis purificagcdes em 4.3.1, tanto para a etapa de cromatografia de

troca anibnica quanto para a crioprecipitacao.

A respeito da aliquota do clarificado, cuja coluna no gel de eletroforese
corresponde a coluna B da Figura 14, foi visivel uma quantidade grande de
contaminantes representados pelas varias bandas abaixo da banda da PspA4Pro. O
resultado foi um valor abaixo do esperado da pureza da PspA4Pro, igual a 28,47%,

conforme esta indicado na Tabela 6.

Ocorreu, novamente, a elevacdo da temperatura da suspensdo a cada
passagem pelo homogeneizador de alta pressdo durante o rompimento celular,
podendo ter desnaturado de forma parcial a PspA4Pro e aumentado a solubilidade
dos contaminantes proteicos na amostra, dificultando a precipitacdo deles com o uso

do CTAB na operagcao posterior e prejudicando o resultado final de pureza do
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clarificado. Conforme foi citado no topico anterior, foi feito um estudo do aumento da
temperatura durante a lise celular utilizando outra biomassa antes de executar a P3,
gue sera detalhado apés a discusséao dos resultados da P2.

Figura 14 — FragOes da purificacdo P2 no gel 10% SDS-PAGE. A) Marcador molecular. B)
Clarificado. C) Q250_4. D) Q250_5. E) Q250_6. F) Q250_7. G) Q250_8. H) Q250 _9. 1)
Q250_10. J) Q1000.

Fonte: Autor.

Figura 15 — Fracdes da purificagdo P2 em trés géis 10% SDS-PAGE. A) Marcador
molecular. B) QNAds. C) Q100. D) Q250_2. E) Q250_3. F) Marcador molecular. G) Pool. H)
Marcador molecular. 1) Pool apds a crioprecipitagéo.
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Tabela 6 — Resultados da P2. Biomassa obtida no cultivo 3, conduzido em meio definido,

com indugéo por IPTG 0,7 mmol.L?. Purificacéo realizada com protocolo de Benedini

(2019).

Fracéo Massa de | Purezada Massa de Fator de Rendimento
proteinas PspA4Pro PspA4Pro | purificacdo | global (%)
totais (g) (%) (9) global

Clarificado 2,428 28,47 0,691 1,00 100,00

QNAds 1,175 0,00 0,000 0,00 0,00

Q100 0,573 0,00 0,000 0,00 0,00

Q250_2 0,130 67,07 0,087 2,36 12,58

Q250_3 0,221 80,00 0,177 2,81 25,59

Q250 _4 0,115 46,08 0,053 1,62 7,64

Q250_5 0,063 42,26 0,026 1,48 3,83

Q250_6 0,048 41,34 0,020 1,45 2,84

Q250_7 0,031 40,23 0,013 1,41 1,82

Q250_8 0,023 29,88 0,007 1,05 1,01

Q250_9 0,018 29,80 0,005 1,05 0,78

Q250_10 0,015 40,69 0,006 1,43 0,89

Q1000 0,204 40,19 0,082 1,41 11,89

Pool 1,786 57,83 1,033 2,03 =100,00
Pool Crio. 0,881 76,98 0,678 2,70 98,13

A pureza da PspA4Pro na fracdo Q100 na P2 foi nula e na fracdo Q1000, de
40,19%, indicando a ocorréncia do mesmo problema observado na purificacdo
anterior, sendo possivel que a proteina de interesse tenha adquirido um excesso de
cargas negativas devido a perda de controle de algum parametro durante a
cromatografia. Dessa forma, a pureza na fracdo Q100 pode ter sido mais baixa devido

as fortes interacdes entre a molécula-alvo e a resina na coluna, dificultando a elui¢éo
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com o uso de uma concentracdo mais baixa de NaCl, de 100 mmol.L't. De modo
similar, a pureza mais alta na fragdo Q1000 pode ter sido decorrente da facilidade de
eluicdo da proteina-alvo com o uso de concentracdo mais elevada de NaCl, de 1000

mmol.L1.

Foi constatada, mais uma vez, a obtencdo de melhores resultados nas
primeiras subfracbes da Q250, com destaque para Q250 2 e Q250 3. Essas
amostras também exibiram fatores de purificagdo mais altos, mas € preciso levar em
conta a ocorréncia disso em maior parte por causa do baixo valor da pureza do
material de partida. A subfracdo Q250 _3 teve os melhores dados de pureza, fator de
purificacdo e rendimento. Estudando os resultados atingidos no pool Q250 da P2 apds
a crioprecipitacao, foi registrado o fator de purificacdo da crioprecipitacdo de 1,33 e
rendimento da crioprecipitagdo aproximadamente igual a 100%, indicando a

recuperacdo de toda a massa de PspA4Pro do pool inicial.

4.2.3. Andlise da elevacdo da temperatura durante o rompimento celular

Antes da execucdo da P3, foi decidida a realizacdo de um estudo sobre a
variacdo da temperatura e da densidade 6tica (DO) durante o rompimento celular.
Para isso, foi realizada a ressuspensao de 30 g da biomassa do cultivo 1 em 300 mL
de tampao de lise, seguindo 0 mesmo procedimento descrito em 3.2.1.1. A amostra
foi inserida num recipiente, que foi disposto numa caixa de isopor com gelo. O
reservatoério contendo o material foi enviado ao Panda Plus para a lise celular, sendo

escolhida a pressao de operacgao de 1200 bar.

ApoOs cada passagem do contetdo pelo homogeneizador de alta presséo, foi
feita a medida da temperatura utilizando um termometro digital e foi analisada a DO
do material utilizando um espectrofotdmetro, sendo desejado um valor final abaixo de
5. Antes de inserir a amostra novamente no equipamento, ela foi resfriada na caixa
de isopor com gelo por, pelo menos, 3 minutos. As temperaturas e as densidades

oOticas registradas estdo apresentadas na Tabela 7.

De acordo com os dados da Tabela 7, o limite de 35°C colocado para a etapa
de ruptura celular ndo foi excedido e, quando foi feito o intervalo de tempo entre as
passagens pelo equipamento juntamente com o resfriamento da amostra no gelo, a

temperatura ndo apresentou grande elevagéo. Além disso, a densidade otica final do



58

material ficou abaixo de 5 apds a quarta passagem pelo homogeneizador de alta
pressao, conforme tinha sido desejado. Dessa maneira, o rompimento celular a partir

da P3 foi realizado de forma idéntica a apresentada no estudo.

Tabela 7 — Estudo da variagdo da temperatura e da DO durante a lise celular.

Momento das analises Temperatura (°C) | Densidade ética
Antes da lise celular 18,0 -
Apés a 12 passagem pelo Panda Plus 23,7 15,08
Apbs a 22 passagem pelo Panda Plus 25,1 14,02
ApoOs a 32 passagem pelo Panda Plus 26,4 6,42
ApoOs a 42 passagem pelo Panda Plus 27,0 4,44

4.2.4. Purificacao 3

Foi decidida a realizacdo de uma nova purificacdo em meio complexo
utilizando o mesmo protocolo de eluicdo utilizado por Cardoso et al. (2022), que
reproduziu a estratégia de Figueiredo (2014), porém em clarificados celulares obtidos
em meio definido. Assim, o objetivo da P3 foi avaliar a influéncia do meio de cultivo
nos resultados das purificacdes. Ainda na P3 foi corrigido o procedimento de lise
celular para evitar o aumento da temperatura. As Figuras 16 e 17 mostram a corrida

das amostras da P3 nos géis de eletroforese SDS-PAGE.

Nesta purificacdo, as subfraces Q300 _1 e Q300 _10 da eluigdo néo tiveram
guantidade suficiente de proteinas totais para o ensaio de eletroforese. As subfracfes

utilizadas foram as simbolizadas por Q300_2 até Q300_09.

A aliguota do pool composta por todas as dez subfracées da Q300 teve as
proteinas degradadas em razdo de nédo ter sido congelada, sendo disposta na
geladeira por um tempo prolongado, o que favoreceu a deterioracdo da amostra por
micro-organismos. A degradacdo foi visivel pelas véarias bandas de cor escura
sobrepostas na coluna correspondente a amostra do pool no gel (resultados nao

mostrados). Dessa maneira, a aliquota do pool foi descartada e a pureza foi estimada



59

como sendo a média das purezas das 8 subfracdes da eluicdo central utilizadas no

estudo.

Figura 16 — Fracdes da purificacdo P3 no gel 10% SDS-PAGE. A) Marcador molecular. B)
Clarificado. C) Q300_2. D) Q300_3. E) Q300_4. F) Q300_5. G) Q300_6. H) Q300_7. 1)
Q300_8. J) Q300_9.
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Fonte: Autor.

Figura 17 — Fracdes da purificagdo P3 em dois géis 10% SDS-PAGE. A) Marcador
molecular. B) QNAds. C) Q150. D) Q1000. E) Marcador molecular. F) Pool apds a
crioprecipitagao.
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A Tabela 8 ilustra todos os dados estimados de massa de proteinas totais,
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pureza e massa de PspA4Pro, fator de purificagao e rendimento das amostras da P3.
As purezas foram estimadas utilizando as imagens dos géis mostrados nas Figuras
15 e 16.

A andlise dos resultados de balanco de massa sera realizada de forma
conjunta para as seis purificagcdes em 4.3.1, tanto para a etapa de cromatografia de

troca anidnica quanto para a crioprecipitacao.

Tabela 8 — Resultados da P3. Biomassa obtida no cultivo 1, conduzido em meio
complexo, com indugéo por IPTG 1,0 mmol.L?. Purificacéo realizada com protocolo de
Figueiredo (2014).

Fracao Massa de | Purezada Massa de Fator de Rendimento
proteinas PspA4Pro PspA4Pro | purificacdo | global (%)
totais (g) (%) (9) global

Clarificado 7,099 46,66 3,312 1,00 100,00

QNAds 2,856 0,00 0,000 0,00 0,00

Q150 0,743 0,00 0,000 0,00 0,00

Q300_2 0,365 89,37 0,326 1,92 9,85

Q300_3 0,431 90,49 0,390 1,94 11,78

Q300_4 0,100 71,90 0,072 1,54 2,16

Q300_5 0,023 60,16 0,014 1,29 0,41

Q300_6 0,017 51,67 0,009 1,11 0,26

Q300_7 0,011 46,58 0,005 1,00 0,16

Q300_8 0,008 56,52 0,005 1,21 0,14

Q300_9 0,007 58,21 0,004 1,25 0,12

Q1000 0,080 0,00 0,000 0,00 0,00

Pool Crio. 0,878 95,49 0,839 2,05 25,32

A pureza da PspA4Pro foi nula nas fragdes Q150 e Q1000. Embora a pureza

na fracdo Q150 tenha se comportado de modo similar como aconteceu nas
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purificacbes anteriores, a pureza na fracdo Q1000 teve um comportamento mais
proximo do esperado. Esta observacéao indica que a eluicdo da proteina de interesse
ocorreu mais intensamente nas subfracdes da eluicdo Q300, restando nenhuma

guantidade de PspA4Pro para ser eluida na fracdo Q1000.

Pela terceira vez, os melhores resultados de pureza da PspA4Pro foram
encontrados nas subfracdes iniciais da eluicdo central, conforme previsto por
Benedini (2019). Neste caso, foram atingidas purezas de 89,37% na Q300 _2 e
90,49% na Q300_3. Os fatores de purificacdo nas duas parcelas citadas foram de

1,92 e 1,94, respectivamente, com rendimentos de 9,85% e 11,78%, respectivamente.

Ao fazer a média da pureza das parcelas da Q300, foi obtido 65,61%,

juntamente com um fator de purificacdo igual a 1,41 e rendimento de 24,9%.

Relativamente a amostra do pool Q300 apds a crioprecipitacdo, foi atingido o
dado mais alto de pureza da PspA4Pro até entdo, 95,49%, com um fator de
purificacdo da crioprecipitacdo de 1,46 e rendimento da crioprecipitacdo de
aproximadamente 100%, indicando a recuperacao de toda a massa da PspA4Pro em
relacdo ao pool inicial.

A comparacdo com os resultados obtidos por Cardoso et al. (2022), assim
como a analise da influéncia do meio, sera abordada em 4.3.2 e 4.3.3.

4.2.5. Purificacéo 4

Conforme mostra a Tabela 4 (Materiais e Métodos) e esta descrito em 3.2.1.3,
P4 foi conduzida de acordo com o protocolo proposto por Benedini (2019) a partir do
clarificado celular obtido em cultivo de ClearColi® em meio definido. Portanto, trata-se
da repeticdo da purificagdo P2 (utilizando a mesma biomassa e protocolo da
purificagéo), cujos resultados podem ter sido comprometidos devido a elevagao de
temperatura durante a etapa de rompimento celular.

As Figuras 18 e 19 ilustram a corrida das aliquotas da P4 nos géis de

eletroforese SDS-PAGE.

Apenas a subfragdo Q250_1 da eluicdo central apresentou um valor baixo de
massa de proteinas totais, ndo sendo utilizada na analise. A simbologia foi a mesma

usada na P1 e na P2.
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Foi feita a eletroforese das subfracbes da Q250 apds a crioprecipitacao
individual de cada uma, excetuando Q250_7, Q250_8, Q250 9 e Q250 _10, nas quais
foram obtidas massas de proteinas totais muito baixas. Contudo, ocorreram
problemas durante a execucdo do procedimento mencionado nessas amostras e,
também, nas aliquotas do pool inicial e do pool apds a crioprecipitacdo. E como as
amostras ficaram dez dias armazenadas na geladeira sem terem sido congeladas,

elas foram deterioradas e foi decidido ndo repetir as analises desses materiais.

Figura 18 — Fracdes da purificacdo P4 no gel 12% SDS-PAGE. A) Marcador molecular. B)
Clarificado. C) Q250 _2. D) Q250_3. E) Q250_4. F) Q250_5. G) Q250_6. H) Q250 _7.1)
Q250_8. J) Q250_9.
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Figura 19 — FragOes da purificagdo P4 no gel 12% SDS-PAGE. A) Marcador molecular. B)
QNAds. C) Q100. D) Q250_10. E) Q1000.
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No caso da crioprecipitagdo, o erro referente ao pool Q250 pode estar
associado ao menor volume utilizado para preparé-lo (100 mL), podendo ter alterado
sua composicao e, ainda, tornado o tempo de congelamento mais curto, ndo dando o
periodo requerido para favorecer a precipitacdo dos contaminantes. O mesmo pode
ter sucedido nas subfragbes individuais da Q250, cujo volume congelado foi de
apenas 25 mL.

J& com relacdo ao gel utilizado, é preciso lembrar que sua constituicdo era de
12% de poliacrilamida e o volume dos pocos era de 30 uL, ao contrario das
purificacfes anteriores. Dessa maneira, 0 erro pode estar relacionado a constituicao
do préprio gel e as pipetagens das aliguotas. Também pode ter ocorrido imprecisao

da densitometria de bandas.

A Tabela 9 apresenta os resultados de massa de proteinas totais, pureza e
massa de PspA4Pro, fator de purificacéo e rendimento das fracbes da P4. As purezas
foram estimadas com base nas imagens dos géis mostradas nas Figuras 17 e 18.

A andlise dos resultados de balanco de massa sera realizada de forma
conjunta para as seis purificagdes em 4.3.1, tanto para a etapa de cromatografia de

troca anibnica quanto para a crioprecipitacao.

O resultado de pureza da PspA4Pro na fracdo Q100 da P4 foi 48,40% e na
fracdo Q1000 foi de 18,10%. Estes resultados apresentam uma melhora em relacao
as purificacbes anteriores, uma vez que a pureza na fracdo Q100 foi mais alta,
indicando maior facilidade de eluicdo da proteina-alvo com o uso de uma
concentracdo mais baixa de NaCl. Ao mesmo tempo, foi obtida uma pureza mais
baixa da PspA4Pro na fracdo Q1000, sendo uma evidéncia da baixa quantidade
remanescente da proteina de interesse na eluicdo com 1000 mmol.Lt de NaCl. A
analise dos valores de pureza citados permite a compreensdo de que a maior
guantidade da PspA4Pro foi eluida nas subfracdes da eluicdo central, conforme era

esperado.

Os melhores valores de pureza foram observados nas subfracfes Q250 4 e
Q250_5, um pouco diferente de como ocorreu nas outras purificagdes, cujas purezas
mais altas foram encontradas nas parcelas terminadas por 2 e 3. Este
comportamento observado na P4 ndo é esperado e uma possivel explicacédo para o
ocorrido foi a dificuldade de eluicdo da proteina de interesse nas subfracdes iniciais

da eluicdo central em razdo da perda de controle de algum pardmetro durante o
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fracionamento, que fez com que a eluicdo da PspA4Pro s6 acontecesse com maior
intensidade a partir da subfracdo Q250_3.

Tabela 9 — Resultados da P4. Biomassa obtida no cultivo 3, conduzido em meio definido,

com indugéo por IPTG 0,7 mmol.L?. Purificacéo realizada com protocolo de Benedini

(2019).

Fracéo Massa de | Purezada | Massa de Fator de | Rendimento
proteinas | PspA4Pro | PspA4Pro | purificacdo | global (%)
totais (g) (%) (9) global

Clarificado 10,671 38,76 4,136 1,00 100,00

QNAds 5,555 0,00 0,000 0,00 0,00

Q100 0,720 48,40 0,349 1,25 8,43

Q250_2 0,267 36,66 0,098 0,95 2,36

Q250_3 0,320 75,33 0,241 1,94 5,83

Q250 _4 0,326 89,14 0,290 2,30 7,02

Q250_5 0,049 77,36 0,038 2,00 0,91

Q250_6 0,032 74,51 0,024 1,92 0,57

Q250_7 0,024 65,93 0,016 1,70 0,38

Q250_8 0,016 68,12 0,011 1,76 0,26

Q250_9 0,013 64,13 0,008 1,65 0,19

Q250_10 0,012 9,79 0,001 0,25 0,03

Q1000 1,122 18,10 0,203 0,47 4,91

Em razdo da amostra do pool Q250 da P4 ter sido descartada, foi feita a média
das purezas das subfra¢des utilizadas da Q250, resultando em 62,33%, com fator de

purificagcéo global de 1,61 e rendimento global de 17,5%.
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4.2.6. Purificagéo 5

Conforme mostra a Tabela 4 (Materiais e Métodos) e esta descrito em 3.2.1.3,
P5 foi realizada seguindo o protocolo proposto por Figueiredo (2014) a partir do
mesmo clarificado celular utilizado na P4. O principal objetivo nesta purificagcéo foi
estudar a influéncia do uso de protocolos de eluicdo diferentes no desempenho do

processo, por meio da comparacao dos resultados com os da P4.

A Tabela 10 apresenta os resultados de massa de proteinas totais, pureza e
massa de PspA4Pro, fator de purificacdo e rendimento das frac6es da P5. As purezas

foram estimadas com base nas imagens dos géis mostradas nas Figuras 20 e 21.

A analise dos resultados de balanco de massa sera realizada de forma
conjunta para as seis purificagcdes em 4.3.1, tanto para a etapa de cromatografia de
troca anidnica quanto para a crioprecipitagao.

N&o foi feita a eletroforese das amostras Q300_1 e Q300 6 a Q300_10 apos
a crioprecipitacédo, em razao de ter sido obtido um baixo valor em massa de proteinas

solaveis totais pelo método BCA.

Figura 20 — FragOes da purificagdo P5 em dois géis 12% SDS-PAGE. A) Marcador
molecular. B) Clarificado. C) QNAds. D) Q150. E) Q300_2. F) Q300_3. G) Q300 _4. H)
Marcador molecular. 1) Q300_5. J) Q300 _6. K) Q300 _7. L) Q300_8. M) Q300_09.
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Figura 21 — FragOes da purificagdo P5 no gel 12% SDS-PAGE. A) Marcador molecular. B)
Q300_10. C) Q1000. D) Pool. E) Pool ap6s a crioprecipitacao. F) Q300_2 apos a
crioprecipitacdo. G) Q300_3 ap0os a crioprecipitacao. H) Q300_4 apds a crioprecipitacao. 1)
Q300_5 apds a crioprecipitagao.
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Realizando uma analise geral dos resultados de pureza obtidos para as
subfracdes da eluicdo central e da eluicdo Q150 na P5, foi percebido que os valores
estiveram muito abaixo dos encontrados nas purificagdes anteriores, o que pode ser
justificado em parte pela baixa pureza do clarificado, igual a apenas 29,80%. Além
disso, foi levantada a hipétese de que a resina contida na coluna cromatografica ja
tivesse atingido a sua vida util, o que pode ter diminuido a eficiéncia da coluna.
Portanto, para a realizacdo da préxima purificacdo (P6), foi decidido empacotar a

coluna com uma nova resina Q-Sepharose.

A pureza na fracdo Q1000 foi de apenas 12,19%, 0 que era previsto em razao
da maior parte da proteina de interesse ja ter eluido nas subfracbes anteriores,
havendo pouca quantidade dela para ser eluida com o uso da concentracdo de 1000
mmol.L* de NaCl.

Conforme era esperado, as maiores purezas foram atingidas nas duas
primeiras subfracfes da eluicdo central, Q300 _2 e Q300_3, sendo iguais a 46,47% e
47,60%, respectivamente. Os resultados para o fator de purificacdo global nessas
subfracdes foram de apenas 1,20 para a Q300_2 e 1,23 para a Q300_3, com baixos

rendimentos globais, que ndo chegaram a 5%.
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Tabela 10 — Resultados da P5. Biomassa obtida no cultivo 3, conduzido em meio definido,

com inducgéo por IPTG 0,7 mmol.L?. Purificacéo realizada com protocolo de Figueiredo

(2014).

Fracéo Massa de | Purezada | Massa de Fator de Rendimento
proteinas | PspA4Pro | PspA4Pro | purificacdo | global (%)
totais (g) (%) (9) global

Clarificado 4,249 29,80% 1,266 1,00 100%

QNAds 2,555 12,80% 0,327 0,33 7,91%

Q150 0,725 11,83% 0,086 0,31 2,07%

Q300_2 0,322 46,47% 0,150 1,20 3,62%

Q300_3 0,202 47,60% 0,096 1,23 2,33%

Q300_4 0,095 32,66% 0,031 0,84 0,75%

Q300_5 0,041 32,00% 0,013 0,83 0,32%

Q300_6 0,020 26,68% 0,005 0,69 0,13%

Q300_7 0,017 29,21% 0,005 0,75 0,12%

Q300_8 0,013 30,89% 0,004 0,80 0,10%

Q300_9 0,011 32,67% 0,004 0,84 0,09%

Q300_10 0,009 33,35% 0,003 0,86 0,07%
Q1000 0,548 12,19% 0,067 0,31 1,62%
Pool 1,163 53,97% 0,628 1,39 15,17%
Pool Crio. 0,671 72,24% 0,485 1,86 11,72%
Q300_2 Crio. 0,210 85,71% 0,180 2,21 4,36%
Q300_3 Crio. 0,108 72,95% 0,078 1,88 1,90%
Q300_4 Crio. 0,110 86,35% 0,095 2,23 2,30%
Q300_5 Crio. 0,021 71,67% 0,015 1,85 0,36%

Foi percebido que a crioprecipitacao elevou a pureza de todas as fracdes nas
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guais foi aplicado este procedimento, tanto para o pool formado da eluicdo central
guanto para as subfragbes Q300_2 a Q300_5. Foram calculados o fator de purificacédo
e o0 rendimento referentes a etapa de crioprecipitacdo para todos 0s materiais

mencionados. A Tabela 11 relne todos os resultados.

Com base nos dados da Tabela 11, foi possivel classificar a crioprecipitacado
como reprodutivel para as subfracdes da eluicdo central, sendo um procedimento
interessante para elevar as purezas, uma vez que foram obtidos altos valores de fator
de purificacdo para a etapa. Além disso, a maior parte da massa de PspA4Pro foi
recuperada nas subfracdes, de acordo com os altos valores de rendimento, que se
aproximaram de 100% nas subfracdes Q300 2, Q300 3 e Q300_5. O pool formado
da eluicdo Q300 também teve bons resultados, tendo sido obtida uma pureza 1,34

vezes maior em relagdo ao material inicial, com 77,26% da massa de PspA4Pro

recuperada.
Tabela 11 — Dados da crioprecipitacdo para a P5.
Fracéo Pureza antes | Pureza depois FPcrio Rerio (%)
da Crio. (%) da Crio. (%)

Pool 53,97% 72,24% 1,34 77,26
Q300_2 46,47% 85,71% 1,84 =100,00
Q300_3 47,60% 72,95% 1,53 81,25
Q300_4 32,66% 86,35% 2,64 =100,00
Q300_5 32,00% 71,67% 2,24 =100,00

Baseando-se nos resultados apresentados na Tabela 11, foi decidido realizar
a crioprecipitacao individual das subfra¢cfes da eluicéo central também na purificacao
posterior (P6), a qual foi executada com o uso da biomassa detendo o maior
rendimento em PspA4Pro, 175 mg PspA4Pro/g células, aumentando as chances de
atingimento da pureza de 95% para a PspA4Pro, com o uso do protocolo de Benedini
(2019).
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4.2.7. Purificacao 6

Conforme mostra a Tabela 4 (Materiais e Métodos) e esta descrito em 3.2.1.3,
P6 foi executada adotando o protocolo proposto por Benedini (2019) a partir do
mesmo clarificado celular utilizado na P1. Foi decidido utilizar o material mencionado
em razado de no cultivo da biomassa em questdo ter sido obtido um elevado
rendimento em PspA4Pro, igual a 175 mg PspA4Pro/g células, havendo maior
expectativa de se atingir a pureza de 95% desejada para a proteina de interesse
utilizando o protocolo de Benedini (2019). Nesta purificacéo, foi feita a corre¢do da
elevacao da temperatura durante o rompimento celular e, também, a crioprecipitacao

das subfracfes individuais da elui¢do central.

A Tabela 12 apresenta os dados de massa de proteinas totais, pureza e massa
de PspA4Pro, fator de purificacédo e rendimento das frac6es da P6. As purezas foram
estimadas com base nas imagens dos géis mostradas nas Figuras 22 a 25. Para o
pool representativo da eluicdo central, foi feita a média das purezas estimadas nas
amostras B da Figura 24 e C da Figura 25.

Figura 22 — FragOes da purificagdo P6 no gel SDS-PAGE. A) Marcador molecular. B)
Clarificado. C) QNAds. D) Q100. E) Q250_1. F) Q250_10. G) Q1000.
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Figura 23 — Fracdes da purificacdo P6 no gel SDS-PAGE. A) Q250 _2. B) Q250_3. C)
Q250_4. D) Q250_5. E) Q250_6. F) Q250_7. G) Q250_8. H) Q250_9. I) Marcador
molecular.
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Figura 24 — FracgOes da purificagdo P6 no gel SDS-PAGE. A) Pool. B) Pool apos a
crioprecipitagdo. C) Marcador molecular. D) Q250_1 ap0s a crioprecipitagdo. E) Q250_9

apos a crioprecipitacdo. F) Q250_10 apos a crioprecipitacao.
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Figura 25 — FragOes da purificacdo P6 no gel SDS-PAGE. A) Marcador molecular. B) Pool.
C) Pool ap6s a crioprecipitacdo. D) Q250_2 apds a crioprecipitagdo. E) Q250_3 apos a
crioprecipitagdo. F) Q250_4 apds a crioprecipitacdo. G) Q250_5 apds a crioprecipitagdo. H)
Q250_6 apos a crioprecipitacdo. 1) Q250_7 apos a crioprecipitacdo. J) Q250_8 apos a
crioprecipitagéao.
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Fazendo uma andlise dos dados da Tabela 11, foi possivel verificar que o
empacotamento da coluna com uma nova resina corrigiu o problema evidenciado na
purificacdo anterior, tendo sido obtidas purezas mais elevadas nas subfracfes da

eluicdo central.

A pureza na fracdo Q100, de apenas 5,60%, pode ter sido mais baixa devido
as fortes interacfes entre a molécula-alvo e a resina na coluna, dificultando a eluicdo
com o uso de uma concentragdo mais baixa de NaCl, de 100 mmol.L't. A pureza
observada na fragdo Q1000 foi de somente 3,30%, 0 que era esperado devido a maior
parte da proteina de interesse ja ter eluido nas subfracfes anteriores, havendo pouca
guantidade dela para ser eluida com o uso da concentracdo de 1000 mmol.L* de
NacCl.

Conforme era esperado, as purezas mais elevadas foram encontradas nas
subfracdes iniciais da eluicdo central, neste caso, 77,20% em Q250 3 e 80,40% em
Q250_4. Nas subfra¢bes citadas, também foram obtidos os maiores valores de fator
de purificacdo (1,88 em Q250 _3 e 1,96 em Q250_4) e rendimento (26,76% em
Q250 3 e 11,01% em Q250_4) globais.
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Tabela 12 — Resultados da P6. Biomassa obtida no cultivo 2, conduzido em meio complexo,

com inducgéo por IPTG 0,7 mmol.L?. Purificacdo realizada com protocolo de Benedini

(2019).

Fracéo Massa de | Purezada | Massa de Fator de Rendimento
proteinas | PspA4Pro | PspA4Pro | purificacdo | global (%)
totais (g) (%) (9) global

Clarificado 4,180 41,00 0,919 1,00 100,00

QNAds 0,762 0,00 0,000 0,00 0,00

Q100 0,251 5,60 0,014 0,14 1,53

Q250 1 0,003 4,10 <0,001 0,10 0,01

Q250_2 0,120 19,30 0,023 0,47 2,52

Q250_3 0,318 77,20 0,246 1,88 26,76

Q250_4 0,126 80,40 0,101 1,96 11,01

Q250_5 0,061 76,30 0,046 1,86 5,05

Q250_6 0,034 68,00 0,023 1,66 2,52

Q250_7 0,019 57,60 0,011 1,40 1,21

Q250_8 0,012 47,50 0,005 1,16 0,60

Q250_9 0,010 20,40 0,002 0,50 0,22

Q250_10 0,008 14,40 0,001 0,35 0,13

Q1000 0,181 3,30 0,006 0,08 0,65

Pool 0,233 69,50 0,162 1,70 17,59

A Tabela 13 expde os resultados referentes ao processo de crioprecipitagao

aplicado as subfra¢cfes da eluigdo central e ao pool Q250.

De acordo com os dados da Tabela 13, a crioprecipitacao elevou as purezas
de todos os materiais analisados, com excec¢do da subfragcdo Q250 1, devido a

guantidade minima em massa de PspA4Pro presente nessa amostra, que nao foi
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detectada no gel SDS-PAGE apés a crioprecipitacao.

Tabela 13 — Dados da crioprecipitacao para a P6.

Fracéo Pureza antes | Pureza depois FPcrio Rerio (%)
da Crio. (%) da Crio. (%)

Pool 69,50 87,25 1,26 64,35
Q250 1 4,10 0,00 0,00 0,00
Q250_2 19,30 59,10 3,06 89,70
Q250_3 77,20 96,00 1,24 43,58
Q250 _4 80,40 95,10 1,18 52,81
Q250_5 76,30 93,70 1,23 48,07
Q250_6 68,00 91,10 1,34 43,18
Q250_7 57,60 79,50 1,38 38,78
Q250_8 47,50 78,60 1,65 33,02
Q250_9 20,40 63,50 3,11 67,76
Q250_10 14,40 59,10 4,10 45,43

Foi visivel a obtencdo de purezas acima de 95% nas subfragbes Q250_3 e
Q250_4, atingindo o objetivo principal da P6.

A maior desvantagem observada no método da crioprecipitacdo das
subfracdes individuais foi a obtencdo de rendimentos mais baixos em PspA4Pro,
ficando abaixo de 50% em sete das dez amostras. Isto indica que o atingimento de
uma pureza mais elevada da proteina de interesse pode ocasionar maior perda em
massa apos a crioprecipitagdo. Isso também pode estar relacionado com o uso de
volumes menores na crioprecipitagdo das subfracbes individuais, sendo
recomendavel um estudo especifico das condicbes de crioprecipitacdo das

subfragdes.
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4.3. Andlise comparada dos resultados das purificacfes

4.3.1. Balan¢o de massa

Nas seis purificagdes realizadas, foi feito o balango de massa na etapa de
cromatografia de troca anidnica, tanto para as proteinas sollveis totais quanto para a
PspA4Pro. Conforme foi explicado em 3.4, a massa de entrada na coluna
cromatografica corresponde ao clarificado, enquanto a massa de saida é equivalente
ao somatério das massas das fracdes e subfracdes de eluicdo. A Tabela 14 apresenta
as massas de proteinas sollveis totais observadas na entrada e na saida da coluna
cromatografica nas seis purificacfes, juntamente com a diferenca calculada no

balanco de massa para cada uma.

Analisando os dados da Tabela 14, é visivel, nas purificacbes 1, 2, 5e 6 a
diferenca minima no balanco de massa, a qual pode ser atribuida aos erros
experimentais do método BCA, que incluem a realizacdo de varias pipetagens, tanto
dos reagentes quanto das amostras, a variacdo da absorbancia com o tempo, a
sensibilidade dos reagentes a luz, a oscilagdo da absortividade especifica para

diferentes proteinas e a dependéncia da temperatura de incubacao das amostras.

Ja na P3 e na P4, foram observados mais de 2,00 g a menos na saida da
coluna cromatografica se o valor for comparado com o da massa de proteinas
solaveis totais medida para o clarificado. Entre os fatores que podem ter motivado a
diferenca registrada, cita-se a possibilidade da interferéncia de impurezas como DNA,

RNA, polissacarideos, lipideos e lipopolissacarideos no método BCA.

A Tabela 15 mostra, de maneira similar a exibida na Tabela 14, os dados

referentes a PspA4Pro.

Fazendo o estudo dos dados da Tabela 15, as diferencas no balanco de massa
para a PspA4Pro sdo mais visiveis na P3 e na P4 e estdo claramente associadas as
divergéncias no balanco de massa observadas para as proteinas solGveis totais

nessas purificacoes.



Tabela 14 — Balango de massa de proteinas sollveis totais nas cromatografias.
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Purificacdo | Massa de entrada Massa de saida | Diferenca no balanco
(@) @) de massa (9)
P1 2,993 3,029 0,036
P2 2,428 2,623 0,195
P3 7,099 4,653 2,446
P4 10,671 8,458 2,213
P5 4,249 4,547 0,298
P6 1,663 1,907 0,244

Tabela 15 — Balango de massa da PspA4Pro nas cromatografias.

Purificacdo | Massa de entrada Massa de saida | Diferenca no balanco
(@) (@) de massa (9)
P1 1,760 0,969 0,791
P2 0,691 0,476 0,215
P3 3,312 0,824 2,488
P4 4,136 1,277 2,859
P5 1,266 0,791 0,475
P6 0,531 0,480 0,051

Também foi feito o balanco de massa para a etapa de crioprecipitacdo nas

purificacbes 1, 2, 3, 5 e 6 tanto para as proteinas sollveis totais quanto para a

PspA4Pro. Para isso, foi feita a analise das amostras do pool de cada purificacéo

apos a crioprecipitacdo e as massas obtidas foram comparadas com a massa inicial

do pool, correspondente ao somatdrio das massas registradas das subfracdes da

eluicdo central. Os resultados estédo apresentados na Tabela 16 e na Tabela 17. O

procedimento descrito ndo foi feito para a P4, pelo fato das aliquotas coletadas depois

da crioprecipitacéo terem sido comprometidas. Nas subfra¢des individuais da eluicdo
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central da P5 e da P6, foi priorizado o estudo da recuperagédo em massa de PspA4Pro
apos a crioprecipitacdo, cuja discussao ja foi detalhada nos topicos 4.2.5 e 4.2.6.

Tabela 16 — Balanco de massa de proteinas sollUveis totais apOs a crioprecipitacdo de cada

pool representativo da eluicdo central.

Purificagcéo Massa do pool | Massa do pool apés a | Diferenca no
inicial (g) crioprecipitacéo (g) balanco de
massa (g)
P1 0,934 1,161 0,227
P2 0,868 0,881 0,013
P3 0,973 0,878 0,095
P5 1,163 0,671 0,492
P6 0,233 0,119 0,114

Discutindo os resultados da Tabela 16, compreendeu-se que a crioprecipitacao
permitiu a recuperacao de, pelo menos, mais de 51% da massa de proteinas solluveis
totais. No caso da P1 e da P2, a massa do pool medida apés a crioprecipitacao foi
um pouco maior se comparada a massa do pool inicial, podendo isso ser relacionado

com as incertezas experimentais do método BCA, j& mencionadas anteriormente.

Qualitativamente, € possivel dizer que toda a massa de proteinas solluveis
totais foi recuperada apos a etapa de crioprecipitacdo nas purificagdes 1 e 2. Com
relacdo a P3, foi recuperada 90,24% da massa de proteinas sollveis totais depois da
crioprecipitacdo, indicando baixa perda em massa. Na P5 e na P6, foi recuperada,
respectivamente, 57,70% e 51,07% da massa de proteinas sollveis totais apés a
crioprecipitacdo. A maior perda em massa nessas duas purificacbes pode ser
atribuida ao uso de um menor volume de trabalho para a formacdo do pool
representativo da eluicéo central, o qual foi de apenas 100 mL em cada uma, podendo

ter ocasionado a crioprecipitacdo de uma parte das proteinas totais nas amostras.
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Tabela 17 — Balango de massa da PspA4Pro apds a crioprecipitagdo de cada pool

representativo da eluicdo central.

Purificagcéo Massa do pool | Massa do pool apés a | Diferenca no
inicial (g) crioprecipitacao (g) balanco de
massa (g)
P1 0,723 1,022 0,299
P2 0,394 0,678 0,284
P3 0,824 0,839 0,015
P5 0,628 0,485 0,143
P6 0,162 0,104 0,058

Analisando os dados da Tabela 17, foi possivel entender que a crioprecipitacao
permitiu a recuperacdo de 100% em massa da PspA4Pro quando o pool
representativo foi formado pelo volume total das subfracdes da eluicdo. Na P1, na P2
e na P3, a massa de PspA4Pro contida no pool apds a crioprecipitacédo foi um pouco
maior em relacdo a massa do pool inicial. Essa observacéo pode ser justificada pelo
fato de néo ter sido incluida a massa de PspA4Pro das subfracdes ndo analisadas no
ensaio SDS-PAGE no somatorio da massa total do pool inicial, devido ao baixo valor
medido da massa de proteinas sollveis totais nessas subfracfes. Em contrapartida,
0 pool destinado a crioprecipitacdo foi composto por todas as dez subfracfes da
eluicdo central nas trés purificacbes. Além disso, também é presente o0 erro
experimental associado a densitometria de bandas, o qual pode ter influenciado nos
valores de pureza medidos.

Na P5 e na P6, foi recuperada, respectivamente, 77,23% e 64,20% da massa
de PspA4Pro apos a crioprecipitacdo, o que também pode estar relacionado ao menor
volume de trabalho utilizado para formar o pool representativo da eluigcdo central
nessas duas purificagdes, igual a 100 mL, podendo ter ocasionado a crioprecipitacao

de uma pequena quantidade de PspA4Pro.
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4.3.2. Cromatografia de troca aniénica

A Tabela 18 apresenta os principais dados das seis purificaces realizadas e
do trabalho de Cardoso et al. (2022). De acordo com os dados da tabela citada, a

pureza do pool da eluigédo central foi semelhante nas seis purificacdes realizadas.

O rendimento em PspA4Pro da biomassa utilizada na P1 foi de 175 mg
PspA4Pro/g células. Conforme a Tabela 12 indica, a pureza de PspA4Pro encontrada
no clarificado foi de 58,8%. Esse resultado foi comparado com a pureza do clarificado
de 56,8% obtida no trabalho de Cardoso et al. (2022), no qual o rendimento em
PspA4Pro tinha sido de 145 mg PspA4Pro/g células. Conforme tinha sido esperado,
a pureza do clarificado na P1 foi maior.

Comparando os clarificados da P1 e da P2, apesar do prejuizo causado pelo
aumento da temperatura na lise celular, os dados de pureza foram coerentes, pois
era esperado a pureza do clarificado ser menor na P2 em razdo do rendimento em
PspA4Pro ter sido 152 mg PspA4Pro/g células, menor comparado ao dado na P1,
175 mg PspA4Pro/g células. Devido a similaridade dos resultados do pool da eluicéo
central na P1 e na P2 e aos problemas de aumento da temperatura durante a lise
celular nessas purificagdes, ndo foi possivel avaliar a influéncia do meio de cultivo no

desempenho do processo.

A pureza do clarificado da P3, 46,7%, foi coerente se comparada com a do
trabalho de Cardoso et al. (2022), 56,8%, devido ao rendimento em PspA4Pro na
biomassa utilizada na obtencédo do clarificado celular processado na P3, 100 mg
PspA4Pro/g células, ser menor em relacdo ao da biomassa utilizada na purificacdo
de Cardoso et al. (2022), 145 mg PspA4Pro/g células.

A pureza do clarificado da P3 foi maior do que a da P2, 28,5%, a qual teve um
rendimento em PspA4Pro maior, de 152 mg PspA4Pro/g células. Essa observacgao é
mais uma evidéncia do prejuizo causado a P2 pela elevagdo da temperatura no

momento da ruptura celular, principalmente, na pureza do clarificado.

Logo na fragdo do clarificado da P4, foi possivel perceber a melhora do
processo em relacdo a P2, pois foi obtida a massa de proteinas totais de 10,671 g,
muito maior comparada a anterior, de apenas 2,428 g. Isso confirma a ocorréncia da

desnaturacao de proteinas na P2, devido a alta temperatura.
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Processo Condicoes de Y pspagproix (MY Pureza do Resultados do
cultivo PspA4Prol/g clarificado pool da eluicdo
células) (%) central
Purificacdo 1 Batelada, meio 175 58,8 Q250:
complexo, IPTG Pureza = 62,9%
-1
(0,7 mmol.L ) FPgIobaI =1,07
Ryiobal = 41,1%
Purificacdo 2 Batelada, meio 152 28,5 Q250:
definido, IPTG (0,7 Pureza = 57,8%
-1
mmol.L") FPgiobal = 2,07
Rgloba| = 100%
Purificacdo 3 Batelada, meio 100 46,7 Q300:
complexo, IPTG Pureza = 65,6%
-1
(1,0 mmol.L?) FPgiobai = 1,41
Ryiobal = 24,9%
Purificacdo 4 Batelada, meio 152 38,8 Q250:
definido, IPTG (0,7 Pureza = 62,3%
-1
mmol.L™) FPgiosar = 1,61
Rgiobal = 17,5%
Purificacdo 5 Batelada, meio 152 29,8 Q300:
definido, IPTG (0,7 Pureza = 54,0%
-1
mmol.L ) FPgIobaI =1,39
Rglobal =15,2%
Purificacéo 6 Batelada, meio 175 411 Q250:
complexo, IPTG Pureza = 69,5%
-1
(0,7 mmol.Lt) FPgioba = 1,70
Rgiobal = 17,6%
Cardoso et al. Batelada, meio 145 56,8 Q300:

(2022)

definido, IPTG (0,5

mmol.L?), lactose

10 g/L

Pureza = 78,3%

FPgiobai = 1,38
Rglobal = 27,4%
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O resultado da pureza do clarificado da P4, 38,8%, também foi melhor do que
o0 da P2, de 28,5%, mas ainda foi inferior ao esperado, devido ao alto rendimento em
PspA4Pro da biomassa, de 152 mg PspA4Pro/g células, maior em relacdo ao da P3
e do trabalho de Cardoso et al. (2022). Essa observacao pode indicar a inexatidao da
determinacao da pureza da PspA4Pro pela densitometria de bandas ou a perda de
massa da proteina de interesse no processo. Foi percebido, de forma geral, um
aumento das purezas de todas as subfracdes da eluicdo central, quando é feita a

comparacao da P4 com a P2.

Avaliando os resultados de pureza do clarificado da P5 e da P6, ambos
também foram abaixo do esperado, o que pode ser justificado pelas mesmas razées
apresentadas a respeito do valor mais baixo de pureza do clarificado observado na
P4. Entretanto, principalmente na P4 e na P6, foi possivel atingir bons resultados de
pureza para a proteina de interesse nas primeiras subfracées da eluicdo central,

mesmo a partir de um clarificado com pureza mais baixa.

Foi observada muita variacdo na pureza do clarificado para suspensdes
preparadas com as mesmas biomassas, como foi o caso da P1 e da P6 e, também,
da P2, P4 e P5. Entre as razBes que podem justificar essa diferenca, é possivel incluir
a falta de homogeneidade nos pellets congelados e o erro da densitometria de

bandas.

Os resultados da eluicao central da P3 foram investigados em conjunto com os
de Cardoso et al. (2022). Ambas as biomassas foram purificadas utilizando o
protocolo de eluicdo de Figueiredo (2014), porém, foram obtidas com o uso de meios
de cultivo diferentes. A pureza média da fracdo Q300 na P3 foi menor comparada
com a do trabalho citado, tendo fator de purificacdo e rendimento globais
semelhantes. Com base nisso, ndo é possivel dizer que o uso de meios de cultivo
diferentes influenciou na purificacdes, porque era esperado um valor mais baixo da

pureza do pool Q300 na P3, em razdo da menor pureza do material de partida.

Comparando o resultado da eluicdo central da P4 com o de Cardoso et al.
(2022), tendo ambas as purificagdes sido feitas com biomassas em meio definido e
protocolos de eluicdo diferentes, a pureza do pool Q250 da P4, 62,3%, foi inferior a
do pool Q300 de Cardoso et al. (2022), 78,3%. O fator de purificagédo, 1,73, foi maior
comparado ao de Cardoso et al. (2022), 1,61, e o rendimento, 17,5%, foi menor em

relacdo ao do trabalho citado, 27,4%. Os motivos que podem ter influenciado no
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melhor resultado obtido por Cardoso et al. (2022) incluem o menor tempo de
armazenamento da biomassa empregada na purificacdo, o uso de diferentes
homogeneizadores de alta pressdo nessas purificacoes e, também, de distintos
meétodos de quantificacdo de proteinas sollveis totais, tendo sido utilizado o método

de Lowry na purificacdo de Cardoso et al. (2022) e o método BCA na P4.

N&o é possivel afirmar com certeza a respeito da influéncia do protocolo de
eluicdo no desempenho do processo de purificacdo utilizando a comparacao da P4
com a purificacdo feita por Cardoso et al. (2022). Isso se deve as diferencas na
metodologia utilizada em cada trabalho, como o uso de diferentes biomassas, apesar
de ambas terem sido obtidas por meio de cultivos conduzidos em meio definido, a
utilizacdo de distintos homogeneizadores de alta presséo e a adocao de diferentes
técnicas de quantificacdo de proteinas sollveis totais, como ja foi dito anteriormente.
Além disso, a biomassa utilizada no trabalho de Cardoso et al. (2022) ficou
armazenada por aproximadamente 1 ano antes de ser purificada, enquanto as
biomassas usadas no presente trabalho ficaram armazenadas entre 4 e 5 anos antes
das purificacdes serem realizadas. Isto pode estar relacionado com as diferengas nos

resultados dessa purificacdo com a de Cardoso et al. (2022).

A pureza mais baixa no pool da P4 também pode ser explicada, em parte ou
totalmente, pelo valor mais baixo de pureza do material de partida, que pode ter sido
decorrente do alto tempo de armazenamento da biomassa da P4, como ja foi
mencionado. Foi decidido nao realizar a comparacao entre a P4 e a P5, em razdo da
resina utilizada na coluna cromatogréfica ja ter ultrapassado a sua vida util,
principalmente no momento de execucao da P5, na qual houve maior prejuizo nos

resultados da purificacao.

Foi feita a analise em conjunto dos resultados da P4 e da P6 para realizar um
estudo adicional sobre a influéncia do uso de biomassas de meios de cultivo
diferentes no desempenho da purificacdo. Ambas as biomassas foram purificadas
com o uso do protocolo de eluicdo de Benedini (2019), porém, foram obtidas a partir

de meios de cultivo distintos.

Foi perceptivel que a pureza do clarificado da P6, 41,1%, foi ligeiramente
superior a pureza do clarificado da P4, 38,8%, portanto, as purezas do pool obtidas
em cada purificagao foram condizentes, pois era esperada a pureza do pool da P6,

69,5%, ser um pouco maior se comparada a da P4, 62,3%. O fator de purificacdo e o
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rendimento globais encontrados nas duas purificacdes foram similares.

Desta maneira, a comparacao entre a P4 e a P6 confirmou a concluséo feita
na analise comparativa entre a P3 e a purificacdo de Cardoso et al. (2022), ou seja,
0 meio de cultivo ndo teve influéncia nos resultados das purificagdes. Este resultado
€ muito bom, pois indica que o processo de purificacdo consegue lidar com diferencas

no material de partida.

Por fim, foram confrontados os dados da P3 e da P6, que se trataram de
purificacbes feitas com biomassas obtidas em meio complexo e com o0 uso de
protocolos de eluicdo diferentes. A pureza do pool obtida na P6, 69,5%, foi maior com
relacdo ao mesmo resultado encontrado na P3, 65,6%. O fator de purificagéo global
atingido na P6, 1,70, também foi maior se comparado ao mesmo dado na P3, 1,41.
Apenas o rendimento global calculado para o pool da P6, 17,6%, foi menor que o da
P3, 24,9%. Com base nas informacdes apresentadas, é possivel dizer que o protocolo
de Benedini (2019), de modo geral, foi mais eficiente se comparado ao de Figueiredo
(2014).

4.3.3. Crioprecipitacao

A Tabela 19 apresenta os resultados da crioprecipitacao feita nas purificacées
1, 2 e 3 e do trabalho de Cardoso et al. (2022).

As purificacdes 1, 2, 3, 5 e 6 tiveram valores parecidos de fator de purificacdo
da crioprecipitacdo que, inclusive, se assemelharam ao do trabalho de Cardoso et al.
(2022). Isto indica a excelente reprodutibilidade da crioprecipitacdo, sendo possivel

aumentar a pureza do pool em até, aproximadamente, 1,5 vezes.

Com relacdo aos dados de rendimento da crioprecipitacao, foi possivel notar a
recuperacdo de quase ou toda a massa de PspA4Pro nas purificacdes 1 a 3 e na
purificagéo do trabalho de Cardoso et al. (2022).

Apenas na P5 e na P6 o rendimento em PspA4Pro apds a crioprecipitacao foi
menos elevado, podendo esta observacgao ser justificada, conforme foi explicado em
4.3.1, pelo menor volume usado na preparacéo do pool da elui¢cao central, equivalente
a 100 mL, o que pode ter ocasionado a precipitacdo de uma pequena quantidade em
massa da PspA4Pro.



Tabela 19 — Comparacéo das crioprecipitacdes com a de Cardoso et al. (2022).

Processo

Condicdes de

cultivo

Resultados do pool

poOs-crioprecipitacado

Purificacéo 1

Batelada, meio
complexo, IPTG
(0,7 mmol.L?)

Q250:
Pureza = 88,1%
FPcrio. = 1,40
Rcrio. =2100%

Purificagéo 2

Batelada, meio
definido, IPTG

(0,7 mmol.LY)

Q250:
Pureza = 77,0%
FPcrio. = 1,33
Rcrio. = 100%

Purificacédo 3

Batelada, meio
complexo, IPTG
(1,0 mmol.L?)

Q300:
Pureza = 95,5%
FPcrio.= 1,46

Rcrio. = 100%

Purificacéo 5

Batelada, meio
definido, IPTG (0,7

mmol.L?)

Q300:
Pureza =72,2%
FPcrio. = 1,34

Rcrio. = 77,3%

Purificacéo 6

Batelada, meio
complexo, IPTG
(0,7 mmol.L?)

Q250:

Pureza = 87,3%
FPcrio. = 1,26

Recrio. = 64,4%

Cardoso et al.
(2022)

Batelada, meio
definido, IPTG

(0,5 mmol.LY),
lactose 10 g/L

Q300:
Pureza = 98,3%
FPcrio. = 1,30
Rcrio. = 90,0%

83
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5 CONCLUSAO

Com base na metodologia desenvolvida e nos resultados obtidos neste
trabalho, foi possivel compreender que elevadas purezas podem ser obtidas para a
PspA4Pro mesmo a partir de clarificados celulares com purezas mais baixas. Purezas
acima de 95% podem ser atingidas por meio da combina¢ao do uso do protocolo de
eluicdo de Benedini (2019) para a cromatografia de troca anidnica com o
fracionamento da eluicdo feita com a concentracdo intermediaria de NaCl,
acrescentando-se, ainda, um procedimento de crioprecipitacdo as subfragcdes iniciais
da eluicdo mencionada. Contudo, a obtencao de purezas mais elevadas da proteina

de interesse ocorrera com rendimentos em massa mais baixos.

O uso de biomassas obtidas em meios de cultivo diferentes (definido ou

complexo) ndo influencia demasiadamente nos resultados finais das purificacoes.

O modelo desenvolvido por Benedini (2019) descreve de forma adequada a
cromatografia de troca anionica para clarificados celulares de ClearColi®. O protocolo
de eluicdo de Benedini (2019) foi mais eficiente se comparado ao protocolo de eluicdo
de Figueiredo (2014), conforme era esperado pela modelagem e simulacdo de
Benedini (2019), na qual foi formado um pico mais amplo para a proteina de interesse
no perfil de eluicdo quando a concentracdo de NaCl na eluicdo central foi igualada a
250 mmol.L?, ao passo que o pico referente a PspA4Pro foi mais estreito quando a

concentracdo de NaCl na eluicédo central foi igual a 300 mmol.L™.

Como sugestdes para trabalhos futuros, é possivel citar a utilizacdo dos
resultados da P6 na simulacdo do perfil de cromatografia de troca anibnica e
comparacao com os dados experimentais obtidos para a avaliagdo do modelo com os
dados das subfracdes coletadas. Também é recomendavel a realizacdo de uma
analise econdmica para a definicdo da estratégia mais apropriada para a obtencéo da
pureza final desejada em PspA4Pro (> 95%) a partir do subfracionamento da eluicdo
central associada a crioprecipitacdo das subfracbes, como alternativa a etapa de
cromatografia de troca catidnica, contabilizando-se as vantagens e as desvantagens
do uso de cada estratégia como a etapa posterior a cromatografia de troca anidnica.
Por fim, também seria interessante executar um estudo especifico da crioprecipitacao
das subfracdes iniciais da eluicdo na qual foi utilizada a concentracdo intermediaria

de NaCl.
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