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RESUMO

Atualmente com os avancos da Biotecnologia, nas suas diferentes dreas de atuagdo como
industria farmacéutica, alimenticias, cosméticos, agricultura, o desenvolvimento de novas
proteinas recombinantes tem sido uma area de grandes avancos na producéo em larga escala
para diferentes fins. Devido a sua importancia, recentemente um gene PR-5 foi isolado e
denominado PaOLP, codifica uma nova possivel proteina antifungica que poderia ser usada em
estratégias biotecnologicas na agricultura e/ou farmacéuticas, visando controlar doencgas
fungicas. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
composicao de meios de cultivos a fim de otimizar a producao da proteina recombinante PR-5
PaOLP de Physalis angulata utilizando a Escherichia coli M15como hospedeira. O crescimento
e expressdo dessa proteina recombinante foi avaliado pelo método massa seca e através da
avaliagdo dos parametros cinéticos pela planilha Zajic. Pode-se concluir que a expressao
proteina PaOLP nao interferiu no metabolismo da bactéria e demostrou maior crescimento e
expressao em um meio sem a fonte de carbono.

Descritores: Proteinas Recombinantes, PaOLP, Escherichia coli M15.

EVALUATIONOFCOMPOSITIONINTHE MEDIUM
OFCROPPRODUCTIONOFRECOMBINANTPROTEINOFPAOLPPhysalisang
ulataINESCHERICHIACOLIRECOMBINANT

ABSTRACT

Currentlywith advances inbiotechnology, in itsdifferent areassuch aspharmaceuticals,food,
cosmetics, agriculture, the development of newrecombinant proteinshas been an areaofgreat
advances inlarge-scale productionfor differentpurposes. Because of their importancerecentlyPR-
5 gene was isolatedand designatedPaOLP, encodes a novelantifungalprotein thatcancould be
used inagriculturalbiotechnologystrategiesand / ordosagein order to controlfungal diseases.In this
context, the present work aimed to evaluatethe influenceof the compositionofthe culture medium
in order to optimizethe productionofrecombinant proteinPR-5
PaOLPofPhysalisangulatausingEscherichiacoliM15as a host. Thegrowth andexpression
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ofrecombinantprotein  wasevaluated bydry weightmethodandby evaluating thekinetic
parametersfor thespreadsheetZajic. It can be concludedthat the
proteinexpressionPaOLPnotinterfere with themetabolismof the
bacteriaanddemonstratedincreased growthand expression ina medium withoutcarbon source.

Keywords: Recombinant Proteins, PaOLP, Escherichia coli M15.

INTRODUGAO

Atualmente com os avangos da Biotecnologia, nas suas diferentes areas de
atuacao como industria farmacéutica, alimenticias, de cosméticos, na agricultura com o
desenvolvimento de novas técnicas. Com o isso o desenvolvimento de novas proteinas
recombinantes tem sido uma area de grandes avangos na producao em larga escala
para diferentes fins (1).

A Escherichia coli € o hospedeiro mais usado pra produgdo de proteinas
recombinantes e o mais estudado também, desde do advento da tecnologia do DNA
recombinante que € amplamente estudado e utilizado embora exista uma gama de
organismos que sao usados como hospedeiros. Entretanto, £. coli possui algumas
limitagbes em seu sistema de expressao incluindo a incapacidade de realizar
modificagbes poés-tradugdo, comum em eucariotos, auséncia de um sistema de
secrecgao para eficiente liberagao da proteina recombinante para o meio de cultura e
limitada capacidade de produzir algumas proteinas complexas (2).

Dentre a variedade de moléculas que tém sido identificadas, recentes avancos da
biotecnologia incluem a descoberta de que membros de uma familia de proteinas
relacionadas com a patogénese, a PR-5 do tipo osmotina, atua como agentes
terapéuticos também em humanos (Patent Document Number WO/2006/036871: Plant
PR-5 proteins as mammmalian therapeutic agents), além da bem caracterizada
aplicacao na engenharia genética de plantas visando resisténcia a doengas (3).
Portanto, genes que codificam proteinas antimicrobianas do tipo PR-5 representam
candidatos importantes para aplicagoes biotecnologicas. A proteina recombinante
estudada nesse trabalho € uma proteina da familia de proteinas PRs (pahtogenesis
related) que agem contra patdgenos. Entre elas se destacam as PRS- proteinas
similares a taumatina, que tém como caracteristica principal apresentarem atividade
antifingica, glucanolitica e de ligagao a agucares. Estudos mostram que € uma proteina
antifungica muita estudada, atualmente, que tem grande importancia na agricultura, na
industria farmacéutica e diversas outras aplicagdes biotecnologicas (4).

Devido a esta importancia, recentemente um gene PR-5 foi isolado e denominado
PaOLP, codifica uma nova possivel proteina antifungica que poderia ser usada em
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estratégias biotecnologicas na agricultura e/ou farmacéuticas, visando controlar
doengas fungicas. Entretanto, para comprovar a possivel atividade da proteina PaOLP
se faz necessario sua produgdo em larga escala. Neste sentido, uma alternativa
relevante € a producao da proteina recombinante expressa in vitro em sistema
heterologo de procariotos, usando como hospedeira a cepa Escherichia coli M15. Desta
forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a composi¢gao do meio de cultivo
a fim de otimizar a produgdo da proteina recombinante PR-5 PaOLP de Physalis
angulata utilizando a Escherichia coli M15como hospedeira.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo e estratégia de expressao

A cepa M15 de Escherichia coli (QiaGen) conduzindo a construgdo pQE30-
PaOLP foi cedida pela Profa. Dra. Magndlia de Araujo Campos, do Centro de Educagao
e Saude, Campus Cuité da UFCG. Nesta construgao, o vetor de expressao pQE-30
(QiaExpressionist-QiaGen), que contém uma extensao His-6, esta ligado ao fragmento

do gene PaOLP que codifica a proteina.

Cultivos dos microrganismos em shaker
Meios de cultivo

Os meios de cultivos (I e Il) utilizados foram preparados com agua destilada,
esterilizados e suplementados com antibioticos (Kanamicina e Ampicilina). O clone foi
ativado em meio LB (Luria-Bertani) suplementado com antibidticos em shakerOver Night
sob agitagéo e temperatura controlada (200 rpm e 37°C). Os meios de cultivos | e Il
estudados foram compaostos por & g/L de peptona, 3 g/L de extrato de levedura e 10 g/L
de glicose, pH 7.0 meio de cultivo Il apresentou a mesma composigao do meio de cultivo
|, entretanto, caracterizou-se pela auséncia de Glicose.

Tabela 1- Composicao dos Meios de Cultivo

Meio de Cultivo | Meio de Cultivo Il
5 g/L Peptona 5 g/L Peptona
3 g/lL Extrato de Levedura 3 g/L Extrato de Levedura

10 g/L Glicose -
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Inoculo

O estoque da cepa Escherichia coli M15 com e sem 0 gene que codifica a
proteina PR-5 foi armazenado em microtubos com 50% de glicerol. Para a ativagao da
célula sem o gene foram transferidos em condigdes assépticas 200 uL do stock para
Erlenmeyer de 50 mL de meio suplementado com kanamicina (25 ug/ uL) e para a
ativagao da célula contendo o gene PR-5 foram transferidos em condigées assépticas
200 uL do stock para erlenmeyer com 50 mL de meio suplementado pelos antibioticos
kanamicina (25 pg/ pL) e ampicilina (100 pg/ pL). As células foram ativadas em
incubador rotativo a temperatura de 37°C e agitagdo de 200 rpm over night (14-16
horas).

Avaliacao da composicao dos meios de cultivos realizados em shaker

Foram realizados experimentos pra determinacéo da curva de calibragdo da
Escherichia coli M15 conduzindo o gene PaOLP. Foram coletados 7 pontos para
determinagdo da curva, 1,0 mL de inoculo em 50 mL de meio suplementados com
antibicticos em erlenmeyer 250 mL, sob temperatura e agitagao controlados (37°C e
200 rpm). Posteriormente, a cada hora foram retiradas uma amostra, para a verificagao
da massa seca conforme estudos realizados (5). Para essa avaliagao foram utilizados
dois meios de cultivo (I e II).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Estudo da influéncia da composicao do meio de cultivo em cultivos realizados em
shaker
Foram testados dois meios de cultivo (I e II), para a avaliagao e determinacao da

melhor composigao do meio para o crescimento e expressao da Escherichia coli M15
contendo o gene PaOLP.

Tabela 2-Crescimento do clone PaOLP nos dois meios de cultivos

Meio | (com fonte de carbono) Meio Il (sem fonte de carbono)

0,002 4,42378
0,003 458218
0,004 4,58548
0,005 498478
0,008 6,26188
0,004 7,35418
0,004 7,87228
0,003 7,87228

- 7,87228
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A partir dos resultados supracitados, podem-se verificar diversos parametros

cinéticos os quais retratam que o meio de cultivo Il € o ideal para o crescimento e

expressao da proteina de interesse.

Figura 1- Crescimento celular do clone PaOLP. (A) Meio I; (B) Meio |l
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Observando o comportamento da Figura 1 (A e B), percebe-se o clone atingiu a
maxima concentragao celular no valor de 8 g/L no instante de 6 horas de cultivo, 100
vezes superior a maxima concentragao celular (0,008 g/L) obtida na Figura 1 (A).

Percebe- se que no meio de cultivo | (Figura 1 A), a auséncia da fase “Lag’, a
fase de adapta¢ao do microrganismo no meio. Isso ocorreu porque foi feita a ativagao
“over night” em meio nutricional idéntico ao meio de cultivo usado para a incubacéo,
portanto, a E. coli ja estava em alta atividade metabdlica, assim, a fase lag foi excluida.
A fase log ou exponencial € influenciada pelas condigdbes ambientais e pelas
caracteristicas morfologicas do organismo estudado.

A partir da planilha de Zajic foi possivel determinar as velocidades especificas
de crescimento apresentada na Figura 2 (A e B). Ainda com os dados obtidos na curva
de crescimento (Figura 1), pode-se calcular o tempo de geracao para os dois meios de
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cultivo. Onde: g: Tempo de duplicagdo ou geragao microbiana (h); px Velocidade
especifica de crescimento microbiano (h'), pux € o coeficiente angular da equacéo da
reta de crescimento microbiano (y = ax +b). Os calculos sao feitos a partir da formula:
g= In2/ px. O tempo de geracao para o meio | € de 3,8 h e o tempo de geracgao para o
meio |l € de 1,2 h, isso demostra que o meio |l € mais adequado quando comparado
com o meio |.

Figura 2- Velocidade especifica de crescimento do clone PaOLP para os dois meios de cultivos:
(A) Meio I; (B) Meio II.
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A partir dos resultados supracitados, pode-se observar valores idénticos para a
maxima velocidade especifica de crescimento iy foide 0,9 h', no instante de 5 h e 8 h,
respectivamente para os dois meios de cultivo (I e Il). Ainda utilizando a planilha Zajic,
pode-se calcular o parametro produtividade em células para os dois meios de cultivos (|
e Il) apresentada na Figura 3 (A e B).
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Figura 3- Produtividade em celulas do clone PaOLP. (A) Meio |; (B) Meio II.
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Em se tratando do parametro produtividade em células, pode-se verificar a maxima
produtividade em células foi de 0,003 g/L.h para o meio de cultivo | guando comparado
com o meio Il a maxima produtividade foi obtida no valor de 4,5 g/Lh, no instante de
tempo 1 h. Esse incremento no parametro produtividade pode estar relacionado com
auséncia da fonte de carbono (glicose), o que pode ter favorecido o metabolismo da
Escherichia coli.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir:

Nota-se a presenga da fase lag no meio de cultivo Il nao impactou no
crescimento celular da E.coll;

A auséncia da fonte de carbono (glicose) favoreceu o metabolismo da
Escherichia coll;

Pode-se verificar, a partir dos parametros cinéticos estudados, que o meio de
cultivo |l é o ideal para o crescimento e expressdo da proteina de interesse.
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Com base nos resultados supracitados, concluiu-se que a selegao do
microrganismo e a composi¢ao do meio de cultivo foram determinados nas suas
melhores condicbes de cultivo, portanto, pode-se iniciar testes em maior escala
(reatores) a fim de otimizar o processo de produgao de proteinas.
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