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RESUMO -Escherichia coli é uma bactéria gram negativa amplamente utilizada em
bioprocessos para producdo de proteinas recombinantes por ser bem caracterizada e
apresentar alta produtividade. No entanto,a superexpressdo de proteinas heterologas gera
estresse celular e provoca diferentes respostas celulares. Objetivando estudar o efeito da
producdo de proteina sobre a morfologia celular, realizaram-se cultivos de E. coli
expressando a proteina recombinante PspAsob diversas condi¢cBes de crescimento e
indugdo. Os experimentos foram conduzidos em camara incubadora, com
acompanhamento damorfologia celular através de observagdo de laminas em microscépio
otico e andlise de imagens, bem como do crescimento celular e da producéo de proteina.
Observou-se que o tempo de cultivo aparentemente influenciou a morfologia celular, mas
ndo foi possivel estabelecer o efeito da produgdo da proteina sobre a morfologia. Os
resultados contribuem para a determinacdo de estratégias de cultivo de E. coli.

1. INTRODUCAO

O sistema de expressdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli tem sido amplamente
usado para a producdo de moléculas de interesse em diversas &reas, por ser um sistema bem
conhecido e estudado (Lee et al., 2001) e de alta produtividade em relacdo a outros sistemas. A
producdo de uma proteina heteréloga, no entanto, € um processo ndo natural ao metabolismo da
célula, desencadeando respostas celulares que podem inclusive afetar a producdo da proteina de
interesse. CondicBes de cultivo como temperatura, composi¢do do meio de cultura, tipo de indutor
empregado e condi¢Bes de aeracdo sdo os principais fatores que afetam a producdo de proteina em
estudos conduzidos em camara incubadora ou biorreator.

A exposicdo a condicBes estressantes durante a fase de inducdo, relacionadas com a produgéo
de proteinas e o esgotamento de nutrientes, pode afetar a célula provocando alteragdes metabdlicas e
morfoldgicas (Koolaee et al., 2006). De fato, foi observada por Silva et al. (2013) a presenca de
células alongadas durante cultivos em biorreator de rE. coli expressando a proteina PspA e também
por Kyle et al. (2012), no cultivo de rE. coli expressando o peptideo lunasina. Estes Gltimos autores
atribuiram o fendbmeno observado a falhas no ciclo da diviséo celular, que parece ter sido inibido em
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uma fracdo das células, resultando em células alongadas, ndo septadas, com comprimentos de até
100um.

Este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito de diferentes condi¢Bes de cultivo e indugédo
sobre a morfologia de rE. coli durante a producéo de proteina recombinante (PspA).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi Escherichia coli BL21(DE3) pET37b+PspA4Pro gentilmente
cedido por gentilmente cedida pela Dra. Eliane N. Miyaji, denominado E. coli PspA4Pro, que
expressa 0 fragmento da proteina PspA da familia 2, do clado 4, contendo a porgdo N-terminal, a
regido definidora de |c|ado\ e a regido rica em prolina da molécula.O vetor pET37b+ contém o
promotor T7/lac (induzido por IPTG ou lactose), gene do repressor Lacl, sitio de ligacdo ao
ribossomo (RBS), cédon ATG de inicio de traducéo, sinal de terminagéo de transcri¢do “T7 terminal”
e gene de resisténcia a canamicina. Para o controle negativo, foi utilizada Escherichia coli
BL21(DE3) pET37b @, contendo 0s mesmos componentes da construcdo anterior, exceto o fragmento
proteico de PspA.

2.2. Meio de cultivo

Foi utilizado meio de cultivo complexo, com a seguinte composicédo: 2 g/L de glicose, 10 g/L de
glicerol, 10 g/L de proteina de soja hidrolisada (Phytone®), 5 g/L de extrato de levedura, 9 g/L de
NazHPOy, 2,7 g/L de NH4CI, 0,7 g/L de NazSOy4, 0,5 g/L de MgS0,4.7H,0, 3,4 g/L de K,HPO,, 100,8
mg/L de Fe(lll)citrato, 2,5 mg/L de CoCl,.6H,0, 15 mg/L de MnCl,.4H,0, 1,5 mg/L de CuCl,.2H,0,
EDTA, 45 mg/mL de tiamina e 100 pg/mL de canamicina. Para os experimentos conduzidos sob a
estratégia de autoinducdo, o meio foi acrescido de lactose na concentragdo de 5g/L.

2.3. Métodos analiticos

Durante os cultivos foi feito 0 acompanhamento da concentragdo celular através da medida de
densidade Optica das suspensdes celulares a ]600nm|, bem como através do método da massa seca
(MS), ao final do cultivo, a qual foi utilizada para estabelecer uma correlagdo entre as medidas de
DOgoonm concentragdo de biomassa em g/L (Cx=0,4*DOgoonm).A concentragdo de proteinas soltveis
totais produzida foi avaliada através do método de Bradford, e a concentragdo da proteina de
interesse, PspA, foi estimada através de densitometria da banda correspondente a proteina de interesse
apods eletroforese da fragdo soldvel, com o uso do software Imagel. A fragdo de proteinas sollveis
totais foi obtida por centrifugagdo (4000 rpm, 4°C, por 1h) apds o rompimento de suspenséo celular
em tampdo 20mM tris, NaCl 250mM, pH 8,0 (DO = 1,0) por sonicacdo (5 minutos, pulsos de 30s e
amplitude de 20%) conforme descrito em Santos, 2012. Foi calculada também a producéo especifica
de PspA dividindo-se a concentracdo da proteina na fragdo solvel pela concentragdo em massa seca
da suspensdo sonicada, expressa em mgPspA/gMS.
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Para a determinacdo da retencdo do plasmideo, foi realizada a repicagem de unidades
formadoras de coldnias em meio LB-4gar contendo 100mg/L de canamicina e em meio LB-4gar sem
o antibidtico (controle). A retencdo plasmidial foi estimada como a porcentagem de col6nias que
cresceram sob pressédo seletiva em relagdo as que cresceram na placa controle.

A morfologia celular foi acompanhada através da visualizagdo em microscépio 6tico de ldminas
feitas durante o cultivo coradas pelo método de Gram (Kyle et al., 2011). Imagens de cada lamina
foram adquiridas através de camera digital acoplada ao microscopio. Estas imagens foram binarizadas
usando o software ImageJ e processadas em rotina desenvolvida em Matlab para determinacdo do
diametro e comprimento da populagdo de células em cada amostra (Andrade et al., 2013; Zimer et al.
2013).

2.4. Procedimento experimental

Uma suspensdo de células armazenada a -80°C em glicerol a 10% v/v foi estriada em placa de
LB-agar contendo 100mg/L de canamicina e incubada por 24h a 37°C. Foram preparados erlenmeyers
estéreis contendo 30mL de meio de cultivo complexo que receberam, cada um, uma coldnia crescida
em meio solido. Os frascos foram incubados em mesa rotativa a 250rpm e 30°C até DOgoonm €ntre 2,0
e 2,5. As suspensfesresultantes foram utilizadas como inéculo para os estudos de producdo de
proteina.Um total de 6 experimentos, cujas principais caracteristicas sdo resumidas na Tabela 1,
foram realizados. Os cultivos foram conduzidos em frascos de 500mL contendo 100mL de meio de
cultura complexo, mantidos a 300rpm e 31°C durante a fase de crescimento. Quando a absorbancia
atingiuDOggonmentre 2,0 e 2,5, foi realizada a adi¢éo do pulso de indutor (5¢/L de lactose ou 1mM de
IPTG — concentracéo final), dando inicio a fase de producéo da proteina (Expl e Exp2). No momento
da adicdo do pulso, a temperatura foi ajustada para 37°C. N&o houve adicdo de indutor no Exp3
(controle). O experimento 3 foi conduzido a 37 °C na auséncia de indutor para avaliar o crescimento e
a morfologia sem produgao de proteina. Exp4 foi conduzido com o clone néo produtor de PspA e teve
por objetivo avaliar a toxicidade do IPTG sobre a célula. Os experimentos 5 e 6 foram realizados sob
a estratégia de autoinducédo, ndo havendo adicdo de indutor ap6s o inicio do cultivo, e a temperatura
foi mantida desde o inicio no valor desejado (27°C ou 37°C).

Tabela 1 — [Micro-organismo\, estratégia de inducdo e temperatura empregados nos estudos de
producdo de PspA.

Micro-organismo Indutor Temperatura
Expl E. coli PspA4Pro IPTG (pulso) 37°C
Exp2 E. coli PspA4Pro Lactose (pulso) 37°C
Exp3 E. coli PspA4Pro - 37°C
Exp4 E. coli BL21(DE3) pET37b @ IPTG (pulso) 37°C
Exp5 E. coli PspA4Pro Lactose (autoindugdo) | 27°C
Exp6 E. coli PspA4Pro Lactose (autoindugdo) | 37°C

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O perfil de crescimento das células para 0s 6 experimentos realizados estdo apresentados na
Figura 1. A concentracdo inicial foi de ~ 0,4g/L, chegando a um maximo de 2,6g/L, no experimento
3, no qual ndo houve adicdo de indutor.VValores superiores a 2,4 para a concentracdo celular final
também foram obtidos nos experimentos conduzidos sob a estratégia de autoinducdo (Exp5 e Exp6).
Menor formacdo de biomassa foi observada no Exp4 (1,6 g/L) e no Expl (2,0 g/L),ambos tendo IPTG
como indutor, o que confirma o efeito toxico deste composto.
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Figura 1 — Perfil de crescimento da rE.coli nos estudos de producédo de proteina: A: Expl, B: Exp2, C:
Exp3, D: Exp4, E: Exp5, F: Exp6.

A estratégia de inducdo empregada apresentou forte influéncia sobre a retencéo plasmidial. Nos
experimentos induzidos por lactose (Exp2, 5 e 6), a retencdo do plasmideo ao final do cultivo foi de
100%, 83% e 78%, respectivamente, valores similares a retengdo plasmidial na auséncia de indugéo
(Exp3) foi de 98%. Esta estabilidade ndo foi observada quando IPTG foi o agente indutor usado. Nos
experimentos 1 e 4, apenas 48% e 17%, respectivamente, das células ao final do experimento
apresentavam retencdo do plasmideo. Isso explica a menor formagdo de biomassa observada nestes
experimentos.

As curvas representando a produgdo especifica de PspA nos cultivos nos quais houve sua
expressdo sdo mostradas na F\iguraﬂ 2. A andlise ndo foi feita para o Exp4, pois este foi realizado com
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lmicro-organismol gue ndo possuia o gene para a expressdo da proteina. O experimento que apresentou
maior producéo especifica de PspA foi Exp6, tendo maximo de 134,5mgPspA/gMS apds 9 horas de
inducdo, que ocorreu de forma gradual com lactose (autoinducéo). O Expl aproximou-se bastante do
valor maximo obtido, com producdo especifica de 158,1mgPspA/gMS em 4 horas de inducdo por
IPTG. Os experimentos 2 e 5 também apresentaram bons niveis de producdo de proteina. O
experimento 3, no qual ndo houve adi¢do de indutor, também apresentou significativa producgdo de
proteina. Este fato ja foi relatado na literatura (SANTOS, 2012) e estd associadoa compostos
presentes no extrato de levedura e no Phytone, que podem ativar a sintese de proteina.
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Figura 2 — Produc&o especifica da proteina PspAnos diferentes experimentos.[

Em relacéo a analise da morfologia, para os experimentos 1 e 4, o comprimento das células foi
avaliado 0, 1, 2 e 4 horas ap6s a inducdo.Ja para os experimentos 2 e 3, foram colhidas amostras nos
tempos 0, 3, 6 e 9 horas ap6s a indugdo e para os experimentos 5 e 6, nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 horas
apos a inducéo. O perfil de comprimento das células é apresentado na Figura 3. Através de analises de
ANOVA, comprova-se que, com significancia de 0,05, ocorre uma diminuicdo no comprimento
celular da populacdo entre 0 e 1 hora de indugéo nos experimentos Exp2 e Exp3, entre 1 e 2 horas de
inducdo em Exp4, bem como entre os tempos 3 e 6 horas de inducdo em Exp5 e Exp6. O
comprimento médio da populagdo volta aos valores iniciais no Exp2 entre 6 e 9 horas de indugdo e no
Exp3 entre 3 e 6 horas de indugdo. No Exp6, apds a diminuigdodo comprimento, a média volta ao
valor inicial 9 horas ap6s a inducdo, porém volta a cair 3 horas mais tarde.Nos experimentos Exp5 e
Exp6, o comprimento médio populacional ¢ mantido até 3 horas de inducédo, possivelmente, devido
aofato de, nestes experimentos, a analise da morfologia ter sido realizada desde o inicio do cultivo, 3
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horas mais cedo em relagio & mesma anélise nos outros cultivos. A Figura4 mostra a relagdo entre o
comprimento médio das células e as produces especificas de proteina sollvel total e PspA.
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Figura 3 — Perfil de variagdo do comprimento das células durante os experimentos. A: Expl B:
Exp2 C: Exp3 D: Exp4 E: Exp5 F: Exp6. Os tracos horizontais marcam o comprimento méaximo entre
as células amostradas, 0 comprimento que compreende 99% das células amostradas e a média de seu
comprimento.

Excetuando o experimento Exp4, a média do comprimento das populacées tende a cair com a
inducdo, podendo voltar a subir apés 6 horas de inducéo, quando dado o tempo. Nos experimentos
Exp5 e Exp6, a média do comprimento é mantida até o tempo 3 possivelmente pelo fato de, nestes
experimentos, a analise da morfologia ter sido realizada desde o inicio do cultivo, 3 horas mais cedo
em relagdo a mesma analise nos outros cultivos.
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Figura 4 — Variacdo das médias do comprimento da populagdo em relagdo a producéo
especificade PspA em cada experimento.

bbservando a relacdo entre a producéo especifica de proteinas e o comportamento morfoldgico
da populagdo (Figura 4), ndo se pode encontrar um padrdo sugerindo que as alteraces morfoldgicas
estdo relacionadas com o tempo de cultivo. E importante notar que a metodologia empregada para
andlise da morfologia é altamente suscetivel a erro. Além disso, a heterogeneidade da populagdo de
células aumenta com o tempo de cultivo, o que também influencia a morfologia, juntamente com os
possiveis efeitos do estresse causado pela producdo da proteina heterdloga, dificultando a analise
isolada deste dltimo.

4. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o emprego da lactose como indutor, a temperatura de 37 °C,
favorece a producdo de biomassa e a estabilidade do plasmideo, em comparagdo com o IPTG.
Verificou-se ainda que de fato ha alteragdo no comprimento celular da populagéo de rE. coliem todas
as condi¢Bes estudadas onde hd a producdo da proteina recombinante.No entanto, esta alteragéo
parece estar mais relacionada ao tempo de cultivo do que a produgdo de proteina, como previamente
suposto.
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A elucidacdo do comportamento morfol6gico de E. coli durante processos de produgdo de
proteinas de interesse pode ajudar no desenvolvimento de novas metodologias e estratégias de
processo e controle, contribuindo para estudos envolvendo a producéo heter6logas de proteinas.
Agradecimentos a FAPESP e a CAPES.
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