wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO PROCESSO DE

PURIFICACAO DO POLISSACARIDEO CAPSULAR DE
STRPTOCOCCUS PNEUMONIAE SOROTIPO 14

R. T. ZANARDO, D. B. FIGUEIREDO, S. KRASCHOWETZ, J. CABRERA-CRESPO, V. M.
GONCALVES

Instituto Butantan, Centro de Biotecnologia
E-mail para contato: rafazanardo@usp.br

RESUMO - O principal fator de viruléncia do S. pneumoniae € o polissacarideo (PS)
capsular, antigeno das vacinas atuais elaboradas com PS purificados de sorotipos
prevalentes na populacdo. Neste trabalho foi desenvolvido um processo de purificacdo
escalonavel do PS do sorotipo 14, responsavel por 39% das doencas em criancas de 0-6
anos no Brasil. Apos separacdo celular por microfiltracdo tangencial, o caldo contendo PS
foi concentrado por ultrafiltracdo tangencial (50 kDa). Além das ja descritas precipitacdes
alcoolicas 20% e 60%, 2 novas estratégias foram testadas para remogdo contaminantes:
precipitacdo com 4acido tricloroacético (TCA) e diafiltracdo em presenca do detergente
docecil sulfato de sédio (SDS) para facilitar o escape de contaminantes no ultrafiltrado.
TCA e SDS foram eficientes, sobretudo para eliminagdo de proteinas e SDS aumentou a
eficiéncia das precipitagdes alcoodlicas. A pureza requerida foi atingida com a combinagéo
de SDS, TCA e precipitacdes alcoolicas e a recuperacao global de PS ficou em 50%.

1. INTRODUCAO

S. pneumoniae ou “pneumococo” ¢ uma bactéria Gram-positiva, encapsulada, disposta aos
pares (diplococos) ou em cadeias curtas, nutricionalmente fastidiosa e de metabolismo anaerobio
aerotolerante (Cartwright, et al 1994). S. pneumoniae € um patdgeno exclusivamente humano,
encontrado normalmente na microbiota da nasofaringe e responsavel por infeccdes das vias
respiratorias superiores e inferiores, que podem ser moderadas (otite, sinusite, bronquite e
pneumonia) ou graves (pneumonia necrotizante, meningite, bacteremia e septicemia), levando
muitas vezes 0s pacientes a 6bito (Bricks; Berezin, 2006).

A cépsula polissacaridica forma a estrutura externa do pneumococo, é capaz de inibir a
fagocitose e o principal fator de viruléncia deste microrganismo, uma vez que cepas sem capsula
sdo fagocitadas e ndo causam doencas. Outra propriedade da capsula é estimular a produgédo de
anticorpos que podem ser utilizados para classificar o pneumococo em sorotipos. Sabe-se que
cada sorotipo corresponde a uma estrutura quimica diferente do polissacarideo (PS) da capsula e
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que cada um deles inibe a fagocitose com maior ou menor intensidade, o que resulta em uma
habilidade diferenciada de cada sorotipo para causar a doenca pneumocdcica (Henrichsen, 1995).

Dentre os 93 sorotipos conhecidos do microrganismo, o sorotipo 14 faz parte dos que sdo
prevalentes no Brasil, sendo responsavel por 39% da doenca pneumocdcica na faixa etéaria de 0-6
anos e por 10,8% dos casos da doenca em criancas de 6-14 anos (Organizacdo Pan-Americana de
Saude, 2007), sendo assim, a producdo do polissacarideo do sorotipo 14 (PS14) é de extrema
importancia para compor uma vacina pneumocdcica para imunizacao da populacéo brasileira.

O processo de purificacdo do PS pode ser entendido como a eliminacéo de proteinas, &cidos
nucleicos e outras impurezas contidas no caldo de células. Os processos descritos para
purificacdo de PS capsulares utilizados como vacinas sdo compostos por uma série de
precipitacdes seletivas com etanol e/ou detergente catidnico (brometo de cetiltrimetilaménio),
seguidas de centrifugacdes e ultracentrifugacdes continuas e desproteinizacdo com fenol
(Gotschlich et al,1969; Frasch, 1990), cromatografia e tratamento enzimatico. Uma vez que as
etapas de purificacdo sdo responsaveis por 20% a 80% do valor total da producdo de um
bioproduto, o desenvolvimento de novas estratégias de purificacdo é importante para a reduzir o
custo de producéo e viabilizar a obtengdo de uma vacina para distribui¢do gratuita a populacéo.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um metodo de purificacdo de PS14 proveniente
de diferentes lotes de caldo fermentado de S. pneumoniae sorotipo 14 de forma alcangar os
requerimentos de pureza exigidos em relacdo ao conteudo proteico (< 3%) e de &cidos nucleicos
(<£2%) (WHO, 2005).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi S. pneumoniae sorotipo 14, cepa 5287 fornecida pela sessao
de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, previamente selecionada devido & maior producédo de
PS14 (Gogola et al., 2012).

3.2 Cultivo e separacéo inicial

Os cultivos foram feitos no Laboratdrio de Bioprocessos do Instituto Butantan pela aluna
de mestrado Anne Leticia Silva Ferri. Apds o processo de fermentagdo, o caldo fermentado foi
inativado com 0,05%(p/v) de timerosal durante uma noite. A purificacdo iniciou-se com a
remocao das células por centrifugacdo ou microfiltracdo tangencial 0,22 um, dependendo do
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volume do caldo. O microfiltrado foi concentrado em membrana de ultrafiltracdo tangencial de
corte de 50kDa. Lavagens com diferentes tampdes foram realizadas para remover as moléculas
menores que 50kDa, como moléculas de substrato e produtos do metabolismo. O concentrado foi
armazenado a -20°C e usado para as etapas de purificacdo subsequentes, que envolvem passos
independentes para que ocorra o enriquecimento de PS14 e a eliminacdo de proteinas e acidos
nucleicos.

3.3 Purificacédo do PS

A partir do concentrado 50 kDa, duas estratégias de purificagdo foram avaliadas, conforme
mostra o Esquema 1.
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Esquema 1: Fluxograma do processo de purificacdo avaliado.
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Precipitacdo de impurezas com acido tricloroacético a 5% (TCA5%)

TCA a 5%(v/v) foi empregado para precipitar proteinas (Saeed; Thomassen, 1982). TCA
foi adicionado ao concentrado 50kDa e a mistura ficou em banho de gelo por 30 min. Logo apds,
a amostra foi centrifugada a 17.696 g, a 4 °C por 1 h. O sobrenadante contendo PS14 foi entdo
rapidamente neutralizado com NaOH 5 M (pH final entre 6-7).

Tratamento com dodecil sulfato de s6dio (SDS) a 0,5%

SDS em uma concentracdo de 0,5%(p/v) seguido de acido etilenodiamino tetracético
(EDTA) 2mM e tampéo Tris 256mM pH 7,0 foram utilizados sequencialmente na diafiltracdo a
volume constante do concentrado de 50kDa, todos em uma quantidade de seis vezes o volume do
concentrado.

Precipitacdo alcodlica a 20%

Primeiramente acetato de sédio 5%(p/v) foi adicionado a fracdo contendo PS14. O pH foi
ajustado para 5,4 com acido acético e entdo etanol 20%(v/v) adicionado sob agitacdo. A
precipitacdo aconteceu a 4°C por 18 h, a amostra foi centrifugada a 17.696 g e 4 °C por 45 min e
0 precipitado, representado em sua maioria por proteinas e acidos nucleicos, eliminado.

Precipitacdo alcodlica a 60%

Ao sobrenadante da precipitacdo alcodlica a 20% foi primeiramente adicionado acetato de
sodio de forma a obter-se uma concentracdo final de 8%(p/v). O pH foi ajustado para 5,8 com
acido acético e entdo etanol foi adicionado sob agitacdo até a concentracao final de 60% (v/v).
Apo0s 18 h a 4 °C, a amostra foi centrifugada nas mesmas condi¢des da etapa anterior.

Solubilizacdo em agua

O produto da precipitacdo alcodlica a 60% foi solubilizado em agua sob agitagdo por 18 h a
20°C. O material foi centrifugado a 17.696 g e 4 °C por 45 min para retirar acidos nucleicos e
proteinas que ficaram irreversivelmente desnaturados em decorréncia do tratamento alcodlico e o
PS14 purificado foi obtido no sobrenadante.

Liofilizacdo

O PS14 purificado foi congelado a -80°C e liofilizado para a retirada de agua (liofilizador
ModulyoD 115 — Freeze Dryer, Thermo Electron Corporation).

Métodos analiticos

PS14 foi medido por ELISA de captura (Gogola et al., 2012), a concentracdo de proteinas
totais foi determinada pelo método de Lowry et al (1951) utilizando albumina de soro bovino
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(BSA) como padrdo e a concentracdo de acidos nucleicos foi medida pela absorbancia a 260nm
considerando 1 unidade Abs260nm igual a 50 ug/mL de acidos nucleicos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estratégia de Purificacdo 1 (TCA 5%)

O uso do TCA 5% logo ap0s a concentracdo em membrana de ultrafiltracdo tangencial de
50 kDa em conjunto com as precipitacdes alcoolicas removeram 98% das proteinas presentes no
material inicial (Tabela 1). Os &cidos nucleicos foram eliminados em sua maioria na etapa de
precipitacdo alcoolica a 60% (96% em relacdo ao concentrado 50kDa, Tabela 1). Apesar da
eficiéncia da eliminacdo de ambos os contaminantes e uma 6tima recuperacdo de PS14 (81%),
esta estratégia ndo permitiu alcancar os niveis de pureza exigidos para acidos nucleicos (<
2%(p/p) em relacdo a massa de PS14) e os niveis de pureza para proteina ficaram bem proximos
do limite exigido (< 3%(p/p) em relagdo a massa de PS14). Além disso, pode-se notar que o TCA
5% interferiu na determinacdo da concentracdo dos contaminantes, subestimando os resultados
(Tabela 1).

Tabela 1: Resultados do processo de purificacdo usando TCA 5% para precipitacdo do
concentrado 50kDa

Ac. . % de
Volume PS14 Nucleicos Proteinas Rendimento | Rendimento | Proteina %de.Ac
Amostra Total Total Nucleicos
(ml) (mg) Total (ma) Global por Etapa por or PS14
9 (mg) 9 psi4 | P
[50kDa] 625 124,3 105,9 425,4 100% 100% 342,1% 85,2%
TCA 5% 630 129,5 79,4 36,0 104% 104% 27,8% 61,3%
Sobrenadante
20% 870 111,5 79,4 61,9 90% 86% 55,6% 71,3%
Solubilizado
60% 300 100,3 3,4 2,9 81% 90% 2,8% 3,4%

Diante desses resultados, foi elaborada a segunda estratégia de purificacdo incluindo o
tratamento com SDS durante a diafiltracdo em membrana de 50kDa, seguido entdo da
precipitacdo com TCA 5% e das precipitacdes alcodlicas ja estabelecidas.

Estratégia de Purificacdo 2 (SDS + TCA 5%)

O SDS é um detergente anionico e foi empregado para facilitar a eliminacdo de

componentes de baixa massa molecular através da membrana de 50 kDa. Alem disso, tal como
observado na Tabela 2, o SDS parece ter contribuido para desnaturar as proteinas e separar as
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fitas de DNA e assim facilitar a precipitacdo destes compostos com etanol a 20% na etapa
seguinte. Apesar de a recuperacdo do PS14 (50%) ndo ter sido tdo elevada quanto a da estratégia
de purificacdo 1 (81%), devido principalmente as perdas do PS14 através da membrana de
50kDa, a estratégia de purificacdo 2 permitiu alcancar a pureza requerida tanto para proteinas
(1,4%) como para acidos nucleicos (1,8%).

Tabela 2: Resultados do processo de purificacdo usando SDS durante a diafiltracdo e TCA
5% para precipitacdo do concentrado 50kDa

. Ac. % de o
Amostra Volume .Pl_gtlgll Pr?ge,[';as Nucleicos | Rendimento | Rendimento | Proteina Nﬁ)cdlgi?gs
(ml) Total Global por Etapa por
(mg) | (mg) (mg) ps14 | POTPS14
[50kDa] +
Salina 625 160,0 446,6 140,0 100% 100% 279,0% 87,5%
[50kDa] + SDS 150 85,7 304,3 62,2 54% 54% 355,3% 72,6%
TCA 5% 155 77,6 0,6 11,3 48% 91% 0,7% 14,6%
Sobrenadante
20% 222 82,0 4,7 10,2 51% 106% 5,7% 12,4%
Solubilizado
60% 140 80,8 11 1,5 50% 99% 1,4% 1,8%

5. CONCLUSAO

Os dois processos de purifica¢do atingiram a pureza requerida para proteinas, porém apenas
a estratégia de purificacdo combinando diafiltracdo com SDS 0,5% e precipitagdo com TCA 5%
possibilitou alcancar o valor exigido para &cidos nucleicos.

Mais estudos sdo necessarios para estabelecer métodos para quantificar os componentes da
amostra sem interferéncia do TCA 5% e para aumentar o rendimento final do PS14.

A estratégia de purificacdo 2 permitiu a obtencdo do PS14 nas condigdes exigidas para a
producdo de uma vacina pneumocaocica.
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