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RESUMO

utilizagao de Pichia pastoris para a produgao de proteinas recombinantes apresenta

inUmeras vantagens que esse sistema agrega, destacando-se a exportacdo das

moléculas para o meio extracelular. Isto permite que a obtencdo das proteinas possa
ser realizada por métodos de precipitacdo, com uso de sais neutros ou solventes organicos,
sem trazer prejuizos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo de sulfato de amonio,
acetona e metanol para obtencdo da proteina recombinante Bm86 do carrapato
Rhipicephalus microplus expressa por P. pastoris. A acdo provocada pelos solventes
organicos ocasionou uma solubilidade parcial das proteinas. Na quantificacdo por
densitometria da proteina rBm86-CG, verificou-se que utilizando acetona (1:2) foi obtido
30,3 mg/L, metanol (1:2) 60,5 mg/L e com sulfato de amoénio a 70% (83,5 mg/L). A
manutencdo das caracteristicas antigénicas apds a precipitagdo foi verificada pela técnica de
Western Blot, sendo que a proteina rBm86-CG obtida pelos trés métodos foi reconhecida
por anticorpos especificos. Os resultados sugerem que a precipitacdo com sais neutros e
solventes organicos pode ser utilizada para obtencdo de proteinas recombinantes como a
rBm86-CG, sem trazer prejuizos a sua antigenicidade.

Palavras-chave: Pichia pastoris. Sais neutros. Solventes organicos. Antigenicidade.
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INTRODUCAO

O uso da levedura metilotréfica Pichia pastoris para a producdo de proteinas recombinantes
oferece uma série de vantagens sobre outros sistemas de expressao eucaridtico, sistemas
mais complexos, como em células de insetos e de mamiferos (CREGG et al., 2000). Entre as
vantagens, destaca-se: capacidade de atingir rapidamente elevada densidade celular, possuir
uma ampla variedade de vetores para manipulacdo genética, realizar a exportacdo de
proteinas recombinantes para o meio extracelular e o fato de realizar modificacbes pds-

traducionais (MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

A exportacdo de proteinas recombinantes para o meio extracelular faz com que P. pastoris
disponibilize de forma soluvel a proteina produzida, o que facilita a sua obtengdo e permite
o uso de alternativas na purificacdo (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). A precipitacdo de
proteinas é um dos métodos de purificagdo rotineiramente explorado, pois apresenta baixo
custo, reduz o volume da amostra e possui facil aplicabilidade (JAHIC et al., 2006). Além
disso, tem a finalidade de clarificar as amostras, para em uma segunda etapa ser empregada

em processos cromatograficos (DUONG-LY; GABELLI, 2014).

A precipitacdo de proteinas tem sido estudada principalmente com o uso de sais neutros,
tais como cloreto de sddio (NaCl), sulfato de sddio (N,SO4) e mais frequentemente usado é o
sulfato de amonio (NH4),SO4 (DOONAN, 2004). Os solventes organicos também podem ser
empregados para precipitacdo e concentracdo de proteinas (GRODZKI; BERENSTEIN, 2010),
tais como metanol, etanol, butanol e mais comumente utilizada é a acetona, na preparacao
de amostras de proteinas para a andlise de protedmica, como espectrometria de massas

(SIMPSON; BEYNON, 2010).

Cada grupo possui um mecanismo de acdo para precipitacdo das proteinas; os sais neutros
promovem uma redu¢ao na concentragao ideal de dgua superficial, levando a precipitagao
conhecida por “salting out” (DUONG-LY; GABELLI, 2014); enquanto que os solventes
organicos, através de seus grupos polares, interagem com os grupos polares da proteina,
presentes na superficie e regido intramolecular de maneira a impedir a hidratacao,

resultando na reduc¢do da solubilidade e precipitagao proteica (TSCHELIESSNIG et al., 2014).
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O emprego da precipitacdo é uma alternativa na obtencdo de proteinas recombinantes, seja
com o uso de sais ou solventes organicos, permitindo a obtencdo das proteinas de forma
simplificada (JAHIC et al., 2006). Entretanto, é conveniente verificar se as propriedades

antigénicas foram preservadas no final do processo (SIMPSON; BEYNON, 2010).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a obtencdo da proteina recombinante Bm86 de
Rhipicephalus microplus (rBm86-CG) expressa em P. pastoris utilizando o sal neutro sulfato

de amodnio e os solventes organicos, acetona e metanol.

MATERIAL E METODOS
Expressao da proteina rBm86-CG

Para expressao de rBm86-CG em P. pastoris foi utilizada a metodologia descrita por Cunha et
al. (2012). Para tal, clones resultantes da transformacdo por eletroporacdo da cepa GS115
Mut® de P. pastoris contendo o plasmideo pPiczaA/Bm86-CG foram cultivados em meio
Buffered Glycerol Complex Medium (BMGY - extrato de levedura 1%; peptona 2%; fosfato de
potassio 100 mM; YNB 1,34%; biotina 4,10-5%,; glicerol 1%; pH 6,0), por 24 h, em agitador
orbital (150 rpm), a 30 °C. O cultivo com D. O. g0 nm 4 foi centrifugado a 3.300 x g, por 5
minutos. O pellet de células obtido foi suspenso em meio Buffered Methanol Complex
Medium (BMMY - extrato de levedura 1%; peptona 2%; fosfato de potassio 100 mM; YNB
1,34%; biotina 4,10-5%; metanol 0,5%; pH 6,0), e mantido a 30 °C, sob agitac3o.
Posteriormente, o cultivo obtido foi induzido com metanol 1%, a cada 24 horas. Apds 96
horas, o cultivo foi centrifugado a 3.300 x g por 5 minutos e o sobrenadante separado,
adicionado de 100 mM de Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF - Sigma-Aldrich) e mantido a

-20 °C, até a sua utilizac3o.

Aliquotas de 10 mL do sobrenadante receberam a adicdo de acetona e metanol (Vetec), nas
proporgdes 1:1, 1:2 e 1:3 (sobrenadante/solvente), respectivamente, e sulfato de amonio
(Symth), nas concentracdes de 25%, 35%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% e 80%, conforme
relatado por Englard e Sam (1990). Apds, os sobrenadantes foram incubados a4 °Cpor3 he

centrifugados a 8.000 x g, por 5 minutos. Os precipitados foram solubilizados em 1 mL de
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solugdo a 50 mM de Tris-HCl pH 7,0, contendo 100 mM de PMSF, e armazenados a -20 °C até

a sua analise.
Quantifica¢do da proteina rBm86-CG

Os precipitados obtidos a partir do cultivo foram suspensos em tampdo de amostra (glicerol
10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%, Tris-HC| pH 6,8 0,0625 M), aquecidos a 50 °C por 8
minutos e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 7,5%, a 100 V por
90 minutos. O gel obtido foi corado com Coomassie Blue R-250 (Bio-Rad). As imagens foram
analisadas e quantificadas por densitometria, com auxilio do software TotalLab 2.0

(Amersham/Biosciences).
Western Blot

As fracOes que obtiveram maior concentracdo da proteina rBm86-CG foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% e eletrotransferidas para membrana de
nitrocelulose HybondTM ECL (GE Healthcare). Apds o bloqueio (PBS-T, 5% leite em pd
desnatado), a membrana foi lavada em solugdo PBS-T e incubada por 1 h, a 37 °C, com um
pool de soros bovinos vacinados com vacina comercial contendo a proteina rBm86 (1:400).
Foi realizada nova lavagem em PBS-T e o anticorpo secundario anti-bovino (1:5000,
conjugado com horseradish peroxidase, HRP, Sigma-Aldrich) foi adicionado, incubando-se
por 1 hora a 37 °C. A reac3o foi revelada com solu¢c3o contendo 3,3’- Diaminobenzidina (0,6
mg 3,3’- Diaminobenzidina (DAB) - Sigma-Aldrich; sulfato de niquel 0,03%, tris—HCI 50 mM
pH 8,0 - Synth; perdxido de hidrogénio 30 v/v - Synth).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Precipitacao

O sobrenadante contendo a proteina rBm86-CG, ao ser adicionado com os solventes
organicos (acetona e metanol), apresentou uma reag¢do instantanea de precipita¢do. Ao
aumentar a propor¢do do solvente em relagdo ao sobrenadante, ocorreu o aumento do

precipitado (Figura 1).
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Figural - Precipitagdes de rBm86-CG por acetona e metanol. A figura mostra os precipitados nas proporgdes de
1:1, 1:2 e 1:3 do sobrenadante/solvente.
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Na Figura 1 é possivel visualizar que tanto a acetona quanto o metanol formaram um
precipitado insolivel em todas as fragdes. Observou-se que, com o aumento da
concentragdo no gradiente agente precipitante/proteina, houve uma maior precipitacdo de
proteinas. Com o uso de tampdo 50 mM Tris-HCl para solubilizagdo das proteinas, foi
evidenciado que as amostras precipitadas com acetona e metanol foram solubilizadas

parcialmente, permanecendo uma porgao insoluvel (Figura 1).

As proteinas solubilizadas em Tris-HCl (50 mM) e precipitadas, podem ser visualizadas na
Figura 2. ldentificou-se que na fragdao 1:2 o metanol apresentou uma obtenc¢ao superior a
acetona, cerca de 60,5 mg/L de proteina solivel, enquanto que a acetona obteve 30,3 mg/L,

quando quantificado por densitometria pelo software TotalLab 2.0.

Acetona Metanol

—
M 1:] 1:2 1:3

kDa

80
70

Figura 2 - SDS-PAGE 15% para andlise da obtengdo da proteina rBm86-CG (79 kDa) precipitada por acetona e
metanol. M - BenchMark™ Protein Ladder standard; precipitagdes com acetona e metanol na proporgao de
sobrenadante/solvente.
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Figura 3 - SDS-PAGE 15% para analise da obtencdo da proteina rBm86-CG (79 kDa) precipitada com sulfato de
amonio. M - BenchMark™ Protein Ladder standard; gradiente de precipitagdo (p/v) de 25 a 80%.

A rBm86-CG precipitada por sulfato de amonio foi completamente solubilizada no tampao

Tris-HCI, na Figura 3 é possivel identificar a obtencdo da rBm86-CG a partir da concentracao

35% até 80%. Na quantificagdo do gradiente de precipitacdo de rBm86-CG utilizando sulfato

de amonio, através do software TotallLab 2.0, observou-se que a fracdo 70% evidenciou a

melhor obtencdo, cerca de 83,5 mg/L da proteina.
Western Blot

No Western Blot, os anticorpos de bovinos produzidos a partir da inocula¢cdo de uma vacina
comercial contendo Bm86 reconheceram a rBm86-CG obtida das precipitagdes. Utilizando a
concentracdo de 5 pg de cada precipitacdo, observou-se que aquelas produzidas pelos
solventes apresentaram uma reag¢dao de menor intensidade em comparagdo ao sulfato de

amodnio, como pode ser observado na Figura 4.

Me. Ac. Su.
1:2 1:2 70%
ey

.-

Figura 4 - Western Blot da reatividade de rBm86-CG (79 kDa) com anticorpos de bovinos, apds obtengao das
precipitacées. M - BenchMark™ Protein Ladder standard; Me. — obtengdo com metanol (1:2); Ac. — obtencdo
com acetona (1:2); Su. — obtengdo com sulfato de amoénio (70%).
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A busca por métodos de obtengdo de proteinas secretadas no sobrenadante de cultivos de
P. pastoris tem auxiliado na otimizacdo de producdo e etapas de purificacdo (JAHIC et al.,

2006).

O sulfato de amonio tem sido empregado como primeira escolha na obtencdo de proteinas
recombinantes expressas por P. pastoris, e os resultados tém demonstrado que sua
utilizacdo na concentracdo entre 70-80% tem permitido a maior obtencdo de proteinas em
diferentes estudos (DUMMER et al., 2009; HARTWIG et al., 2010; NIZOLI et al., 2009).
Raramente sdo reportados estudos que envolvem a andlise do rendimento utilizando outros

métodos de precipitacdo para mesma proteina (WERTEN et al., 2001).

A obtencdo de rBm86-CG testando outros métodos de precipitacdo complementa estudos
anteriores (CUNHA et al.,, 2012) e possibilita a investigacdo dos diferentes agentes de

precipitacdo e seu rendimento na obtencao de proteinas recombinantes.

Entre os métodos de obtencdo de proteinas, observou-se que ao utilizar solventes organicos
e/ou sais neutros, encontramos resultados diferentes na obtencdo de rBm86-CG. O
gradiente de precipitagao utilizando sulfato de aménio permitiu a separagao de fragdes
contendo impurezas, como descrito por Duong-Ly e Gabelli (2014), e obtencdo do melhor
rendimento na obtencdo de rBm86-CG (83,5 mg/L) com 70% de sulfato de aménio. Os
resultados apresentados sdo semelhantes aos obtidos por Mohammed et al. (2017), que ao
utilizarem o sulfato de aménio em gradiente, conseguiram remover grande parte das

impurezas nas primeiras fragoes e obter, em seguida, fraces com alta pureza.

A obtencdo da rBm86-CG obtida neste estudo, utilizando o sulfato de aménio (70%) foi 25%
superior ao reportado por Cunha et al. (2012), que utilizaram o metanol, sugerindo que o
uso do sulfato de amoénio é uma alternativa a ser considerada na obtengao da rBm86-CG. O
rendimento superior obtido pela precipitacdo com sulfato de amonio pode ser explicado
pela solubilizacdo parcial das proteinas precipitadas com os solventes organicos (Figura 1).
Esta observacdo sugere que a reacdo intramolecular promovida pela acetona e metanol
tenha provocado alteracdes na proteina, dificultando a sua solubilidade (TSCHELIESSNIG et
al., 2014). Werten et al. (1999) reportaram o uso de gradiente em precipitagées com

acetona para remover proteinas mais instaveis, e obter a proteina com maior pureza em
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concentragdes superiores, como 80% v/v, sem problemas de solubilidade. Entretanto, a acdo
causada pela acetona pode ter comprometido a solubilidade de rBm86-CG, além disso é
possivel que outras proteinas mais instaveis tenham sido precipitadas em conjunto, o que
dificulta a solubilizacdo (WERTEN et al., 1999). Isto poderia explicar a baixa solubilidade da

rBm86-CG precipitada por acetona, resultando na menor obtencdo, 30,3 mg/L neste estudo.

O emprego do metanol na precipitagdo, geralmente é utilizado em estudos de
farmacocinética, como por exemplo, na precipitacdo experimental de saponina entre
componentes plasmaticos (WANG et al., 2015). Sendo também amplamente utilizado para
precipitacdo de proteinas presentes no plasma sanguineo de animais e humanos (SUN et al.,
2016). Entretanto, neste estudo a a¢do causada na precipitacdo por metanol trouxe perda da
solubilidade de rBm86-CG (Figura 1). A obtencdo da proteina utilizando metanol (60,5 mg/L)

é semelhante a alcangada por Cunha et al. (2012), de 62,5 mg/L.

Evidencia-se que a obtencdo das precipitacbes por solventes organicos teve uma
solubilizagao parcial de rBm86-CG. Uma tentativa para aumentar a solubilizagdo dos
precipitados seria a utilizacdo de um tampado contendo a alta molaridade de um agente
desnaturante, como a ureia, a qual poderia favorecer a solubilizacdo (BURGESS, 2009).
Entretanto, isso incluiria também posteriores etapas de dessalinizacdo, o que tornaria esta
metodologia mais dispendiosa e de pouca usabilidade, além disso, toda vantagem de

obtencdo da proteina soluvel estaria sendo deixada de lado (CREGG et al., 2000).

A utilizacdo de solventes organicos na precipitacdo de proteinas recombinantes exige
cautela (DOONAN, 2004). A interagdao promovida por solventes organicos pode provocar
uma reacao irreversivel na proteina precipitada, ndo sendo mais possivel sua solubilizacdo,

havendo dessa forma prejuizos em sua utilizagdo e sua fungdo (TSCHELIESSNIG et al., 2014).

Demonstrou-se que apesar da solubilidade parcial de rBm86-CG precipitada com solventes
organicos, a proteina recuperada foi capaz de ser reconhecida por anticorpos especificos,

sugerindo que manteve regides antigénicas comuns preservadas (Figura 4).

A rBm86-CG recuperada com sulfato de amonio foi eficientemente solubilizada no tampao
Tris HCI 50 mM (Figura 3) e também foi reconhecida por anticorpos especificos. Wang et al.

(2013) destacaram a importancia da utilizacdo de sulfato de amoénio, uma vez que a
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instabilidade e precipitagao promovida pelo sal geralmente traz menores riscos a perda das
propriedades proteicas. Neste sentido, cabe salientar que a reacdo de anticorpos bovinos
especificos evidenciou uma maior reatividade a rBm86-CG obtida com sulfato de amoénio em
comparacdo a acetona e metanol. Além disso, a precipitacdo por sulfato de amonio permite
gue a amostra seja concentrada e submetida a purificagdo por cromatografia sem prejuizos

a sua imunogenicidade (JEONG et al., 2016; KWON, 2012; LI et al., 2015; MA, 2013).

O uso de diferentes métodos de precipitacdo é uma importante ferramenta que pode
otimizar processos e minimizar custos de producao, entretanto é importante que os mesmos
sejam avaliados para cada proteina separadamente, investigando se suas propriedades de

interesse foram preservadas.
CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que os processos de precipitacdo com sais neutros e
solventes organicos realizados permitiram a obtencdo da rBm86-CG, preservando sua
antigenicidade, sendo o sulfato de amdnio o mais eficiente na obtengao e solubilizagao da
proteina, obtendo cerca 83,5 mg/L. Esses resultados encorajam estudos semelhantes com
outras moléculas de importancia industrial, com o objetivo de diminuir custos e tornar mais

simples o processo e a purificagdo.

EVALUATION OF METHODS FOR OBTAINING RECOMBINANT PROTEINS

ABSTRACT

he use of Pichia pastoris for the production of recombinant proteins presents

numerous advantages, especially the export of the molecules to the extracellular

medium. This allows the protein to be obtained by precipitation methods, with the use
of neutral salts or organic solvents, without detriment. The objective of this work was to
evaluate the use of ammonium sulfate, acetone and methanol to obtain the recombinant
Bm86 protein of the Rhipicephalus microplus tick expressed by P. pastoris. The action of the
organic solvents caused a partial solubility of the proteins. In the quantification, by
densitometry, of the rBm86-CG protein, it was found that using acetone (1:2) it was
obtained 30.3 mg/L, methanol (1:2) 60.5 mg/L and ammonium sulfate 70% (83.5 mg/L). The
maintenance of the antigenic characteristics after the precipitation was verified by the
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Western Blot technique, and the rBm86-CG protein obtained by the three methods was
recognized by specific antibodies. The results suggest that the precipitation with neutral salts
and organic solvents can be used to obtain recombinant proteins such as rBm86-CG, without
impairing its antigenicity.

Keywords: Pichia pastoris. Neutral salts. Organic solvents. Antigenicity.

EVALUACION DE METODOS PARA OBTENCION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES

RESUMEN

innumerables ventajas que ese sistema agrega, destacandose la exportacién de las

moléculas hacia el medio extracelular. Esto permite que la obtencion de las proteinas
pueda ser realizada por métodos de precipitacion, con uso de sales neutras o solventes
organicos, sin traer perjuicios. El objetivo de este trabajo fue evaluar la utilizacién de sulfato
de amonio, acetona y metanol para obtener la proteina recombinante Bm86 de la garrapata
Rhipicephalus microplus expresada por P. pastoris. La accion provocada por los disolventes
organicos ocasiond una solubilidad parcial de las proteinas. En la cuantificacion por
densitometria de la proteina rBm86-CG, se verificé que utilizando acetona (1:2) se obtuvo
30,3 mg/L, metanol (1:2) 60,5 mg/L y con sulfato de amonio al 70% (83,5 mg/L). El
mantenimiento de las caracteristicas antigénicas después de la precipitacién fue verificado
por la técnica de Western Blot, siendo que la proteina rBm86-CG obtenida por los tres
métodos fue reconocida por anticuerpos especificos. Los resultados sugieren que la
precipitacion con sales neutras y disolventes orgdnicos puede ser utilizadas para la
obtencién de proteinas recombinantes como la rBm86-CG, sin traer perjuicios a su
antigenicidad.

| a utilizacion de Pichia pastoris para la produccion de proteinas recombinantes presenta

Palabras clave: Pichia pastoris. Sales neutras. Solventes organicos. Antigenicidad.
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