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RESUMO

FARIA, Surian Guerios. Estabelecimento e Caracterizacdo de um Banco de
Células de Trabalho para Producéo da enzima Tag DNA Polimerase. 2017. 105
f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Biomédica) - Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Curitiba, 2017.

O Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP) produz kits de diagndstico para o
Sistema Unico de Saltde (SUS), que consistem em testes moleculares, realizados
por reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR). Essa
reagdo ocorre pela atividade da enzima Tag DNA Polimerase (Taq). O IBMP fabrica
a Taq a partir do cultivo de células bacterianas, em conformidade as Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) e pretende produzi-la a partir de um banco de células
provindas de um mesmo clone visando o aumento da homogeneidade e
reprodutibilidade do processo produtivo. O objetivo do presente trabalho é
estabelecer um banco de células de trabalho (BCT) e avaliar sua estabilidade para a
producdo da enzima Taq, partindo de um banco de células mestre (BCM)
estabelecido em Bio-Manguinhos. O estabelecimento do BCT consiste em cultivar
colénias do BCM, caracteriza-las, avaliar desempenho, e eleger células adequadas
para compor o BCT. O estudo da estabilidade contempla testes para comprovar que
as células retém a capacidade de produzir a Tag ao longo do tempo (i.e., viabilidade
celular, estabilidade plasmidica, cinética de crescimento, inducdo da expressao,
extracdo e dosagem do DNA plasmidial, analise de restricdo e avaliagdo plasmidial).
O critério decisivo para a selecdo de um dos clones para compor o BCT foi o
resultado da cinética de crescimento. A estabilidade foi estudada em 10 avaliacGes
realizadas més a més. Nelas, a viabilidade celular foi superior a 1,0 x 10° UFC/mL,
mostrando que as células permanecem com capacidade de realizar seu
metabolismo e reproducado. O crescimento até a fase exponencial se deu entre 6 e 7
horas de cultivo, com taxa especifica de crescimento superior a 0,4 min™. Os cultivos
acrescidos de 1 mM de IPTG expressaram a enzima Taq DNA Polimerase,
revelando a qualificacdo das células para o fim proposto. A estabilidade plasmidica
foi superior a 90%, indicando que o plasmideo pBioMTaq se mantém estavel e com
boa capacidade de replicagdo. A concentracao plasmidial média foi de 338 ng/uL, e
em todos os meses foi maior que 100 ng/pL. Na andlise de restricdo os plasmideos
foram corretamente clivados e na avaliacdo plasmidial houve adequada amplificacédo
do fragmento de 500 pb, demonstrando que o plasmideo se mantém integro e
estavel, com sequéncias compativeis com sua construcdo. O BCT foi testado como
substrato para um processo fabril tipico do IBMP de producdo da Taq DNA
polimerase, se apresentando satisfatério em todas as etapas em que foi avaliado.
Esses resultados indicam que o banco estabelecido se manteve estavel ao longo de
10 meses e esta apto a ser utilizado como protétipo para um BCT em conformidade
as BPF.

Palavras-chave: Banco de células de trabalho. Taq DNA Polimerase.
Caracterizacao de células.



ABSTRACT

FARIA, Surian Guerios. Establishment and Characterization of a Working Cell
Bank for the Production of enzyme Taq DNA Polymerase. 2017. 105 f.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Biomédica) - Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Curitiba, 2017.

The Molecular Biology Institute of Parana (Instituto de Biologia Molecular do Parané -
IBMP) produces diagnostic kits for the Brazilian Unified National Health System
(Sistema Unico de Salde - SUS), that consist in molecular tests, carried out by
polymerase chain reaction (PCR). This reaction is performed by the enzyme Taq
DNA Polymerase (Taq). The IBMP manufactures Taq from bacterial cell culture in
accordance with Good Manufacturing Practices (GMP) and intends to produce it from
a cell bank using cells from the same clone in order to increase the homogeneity and
reproducibility of the production process. The objective of the present work is to
establish a working cell bank (WCB) and to evaluate its stability for the production of
the Taq enzyme, starting from a master cell bank (MCB) established in Bio-
Manguinhos. The WCB establishment consists of cultivating MCB colonies,
characterizing them, evaluating performance, and electing proper cells to compose
the WCT. The stability study contemplates tests to prove that cells retain the ability to
produce Taqg over time (i.e., cell viability, plasmid stability, growth kinetics, expression
induction, plasmid DNA extraction and dosage, restriction analysis and plasmid
evaluation). The decisive discretion for the selection of one of the clones to compose
BCT was the result of growth kinetics. Stability was studied in 10 month-to-month
evaluations. In them, cell viability was higher than 1,0 x 10° CFU/mL, showing that
the cells remain capable of performing their metabolism and reproduction. Growth to
the exponential phase occurred between 6 and 7 hours of culture, with a specific
growth rate greater than 0.4 min™. The cultures with 1 mM IPTG expressed Taq DNA
polymerase enzyme, revealing the qualification of the cells to the intended purpose.
The plasmid stability was greater than 90%, indicating that the plasmid pBioMTaq
remains stable and has good replication ability. The mean plasmid concentration was
338 ng/uL, and in all months it was greater than 100 ng/uL. In the restriction analysis
the plasmids were correctly cleaved and in the plasmid evaluation there was
adequate amplification of the 500 bp fragment, demonstrating that the plasmid
remains intact and stable, with compatible sequences with its construction. The WCB
was tested as substrate for a typical IBMP production process of Taq DNA
polymerase, presenting satisfactory in all the stages in which it was evaluated. These
results indicate that the established bank remained stable over 10 months and is apt
to be used as a prototype for a WCB in compliance with GMP.

Keywords: Working Cell Bank. Tag DNA Polymerase. Cell characterization.
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1 INTRODUCAO

O Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP), originado de uma
parceria entre a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e o Governo do Parand, atua em
desenvolvimento tecnoldgico, com pesquisa aplicada e inovacao, além de produzir
industrialmente insumos e kits de diagnostico para o Sistema Unico de Sautde (SUS)
(IBMP, 2017). As atividades do IBMP estdo sempre alinhadas com a visdo da
Fiocruz, i.e., “ser uma instituicdo publica e estratégica de saude, reconhecida pela
sociedade brasileira e de outros paises por sua capacidade de colocar a ciéncia, a
tecnologia, a inovacao, a educacao e a producao tecnoldgica de servicos e insumos
estratégicos para a promocao da saude da populacédo, a reducdo das desigualdades
e iniquidades sociais, a consolidacdo e o fortalecimento do SUS, a elaboracdo e o

aperfeicoamento de politicas publicas de saude” (FIOCRUZ, 2016).

Dentre as decisdes estratégicas para o beneficio do sistema de saude
nacional, esta o fato de o IBMP produzir médulos de amplificacdo para Kits
diagndsticos, que consistem em testes moleculares para diagnosticar doencas como
a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do inglés Acquired Immune
Deficiency Syndrome), hepatites B e C, zika, dengue e febre Chikungunya (IBMP,
2017). Testes moleculares detectam o material genético do patégeno, podendo ser
denominados NAT, do inglés nucleic acid tests (testes de acidos nucleicos). Outro
método comumente utilizado para diagndstico de doencas é o sorologico, baseado
na deteccdo de anticorpos especificos para o patdgeno no sangue do paciente.
Entretanto, os testes soroldgicos estdo sujeitos a janela imunolégica, que € o
intervalo de tempo no qual o paciente ja esta infectado, porém ainda nao é possivel
detectar a doenca porgue 0s niveis de patdgeno sdo muito baixos e ainda nao foi
desencadeada a producdo de anticorpos detectaveis pelo teste. A principal
vantagem de testes NAT em relacdo aos sorolégicos € a reducdo da janela
imunologica, ou seja, passa a ser possivel detectar a doenga mesmo quando ainda
nao ha anticorpos e a concentracdo do patdégeno no sangue do paciente esta muito
baixa. Para a hepatite C, por exemplo, o teste sorolégico permite o diagndstico
somente quando o paciente ja esta infectado ha mais de 70 dias, enquanto que com
NAT esse tempo se reduz para 12 dias (BUSCH et al, 2000). Por essa maior
sensibilidade, os testes NAT sao os utilizados para testar as bolsas de sangue de
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toda a hemorrede brasileira quanto a presenca de HIV, HCV e HBV, que sdo os

virus da AIDS, hepatites C e B, respectivamente.

Os testes moleculares sdo realizados através da reacdo em cadeia da
polimerase, ou PCR (do inglés, polymerase chain reaction). A PCR consiste na
amplificacdo exponencial de uma sequéncia especifica de acido desoxirribonucleico
(DNA — do inglés deoxyribonucleic acid). Para que a reacdo aconteca, Sao
necessarios alguns reagentes, dentre os quais a enzima Tagq DNA polimerase,
responsavel por sintetizar novas fitas de DNA na presenca de iniciadores. A Taq
DNA Polimerase, comumente chamada somente Tagq, foi inicialmente isolada da
bactéria Thermus aquaticus. Através da tecnologia do DNA recombinante,
atualmente a enzima Tag € comumente produzida na bactéria Escherichia coli e dela
purificada. A Tag € a DNA polimerase mais adequada para as PCRs por ser
termoestavel e assim passar pelos 94°C da etapa de desnaturacdo de DNA sem
perder sua atividade (BROWN, 2003).

O IBMP fabrica testes moleculares para diagnéstico de varias doencgas. O Kit
NAT HIV/HCV/HBV detecta os virus da AIDS e das hepatites B e C. O Kit BIOMOL
ZDC, que estd em processo de registro e implantacdo, permite diagnosticar
diferencialmente as trés doencas transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti: zika,
dengue e febre Chikungunya. Ambos os Kits NAT e BIOMOL ZDC sé&o destinados
ao SUS, para testar as bolsas de sangue doadas para a hemorrede publica
brasileira, garantindo a eficacia e seguranca transfusional (IBMP, 2017).

O IBMP, em parceria com o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
dos Estados Unidos (CDC), produz também o Kit de Diagndstico Molecular da
Malaria, que utiliza a tecnologia da gelificacdo da PCR para detectar as espécies de
Plasmodium. Ademais, o IBMP fornece ao CDC e a Food and Drug Administration
(FDA) o teste molecular para detec¢cdo do protozoario Cyclospora cayetanensis,
causador de diarreia intensa por ingestao de alimentos contaminados (IBMP, 2017).

O IBMP produz a enzima Tag em conformidade as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF). Além disso, pretende passar a fabrica-la a partir de um banco de
células estabelecido, a fim de aumentar a reprodutibilidade do processo produtivo ao
utilizar células provindas de um mesmo clone (IBMP, 2016). Assim, a producéao da
Taqg partiria de um banco de células de trabalho (BCT) proveniente de um banco de

células mestre (BCM). Um BCM consiste em uma cultura celular derivada de uma
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Unica coldnia completamente caracterizada, distribuida em vérios frascos que sdo
acondicionados sob condi¢cdes adequadas para preservacdo. Um BCT, por sua vez,
consiste em uma cultura de células preparada a partir de uma aliquota do BCM sob
condigbes de cultivo definidas e distribuida em varios frascos adequadamente
preservados (BRASIL, 2014).

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer um BCT e estudar a sua
estabilidade para a producéo da Taq DNA Polimerase. Para isto, foi utilizado o BCM
estabelecido no Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos), uma
das unidades da Fiocruz.

O estabelecimento do BCT consistiu em cultivar colénias do banco de
células mestre (BCM), caracteriza-las, avaliar desempenho, eleger uma delas para
cultivar a cultura preparatoria a ser congelada e compor o BCT. Os testes realizados
foram cinética de crescimento celular, inducdo da expressdo da enzima Taq,
extracdo e dosagem do DNA plasmidial, e analise de restricao.

O estudo da estabilidade do BCT contemplou testes para comprovar que as
células mantém a capacidade de produzir o produto biotecnoldgico de interesse ao
longo do tempo. Abrangeu desde o estabelecimento até os 10 meses posteriores,
com estudos realizados més a més. Foram feitos os mesmos testes do
estabelecimento, com acréscimo da determinacdo de viabilidade celular,
estabilidade plasmidica e da avaliagdo plasmidial por PCR.

Este documento esta composto pelos capitulos: fundamentacdo tedrica,

metodologia, resultados e discussao e conclusdes.
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1.1 RELEVANCIA

As normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em relacdo
a bancos de células estdo presentes nas Resolucdes de Diretoria Colegiada (RDC):
n° 49 (BRASIL, 2011); n° 55 (BRASIL, 2010); n° 69 (BRASIL, 2014); e n° 16
(BRASIL, 2013). Nelas consta que a caracterizacdo do BCT deve contemplar a
avaliacdo de identidade, pureza, estabilidade e qualificacdo das células para o fim
proposto. As normativas da ANVISA séo baseadas nas recomendacdes regulatorias
da Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (International Conference of
Harmonisation - ICH), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da Food and Drug
Administration (FDA). Com isso, o atendimento as normas da ANVISA significa
também o cumprimento as recomendacdes internacionais.

As recomendacdes regulatérias da ANVISA direcionam quais medidas
precisam ser tomadas para o estabelecimento e estudo da estabilidade de banco de
células principalmente quanto aos registros e documentacdo. Entretanto, n&o
explicitam quais testes e em que condi¢des estes devem ser realizados. Além disso,
até o presente momento sao escassas publicacdes cientificas sobre
estabelecimento de bancos de células bacterianas em conformidade as BPF.
Destarte, um trabalho descrevendo todos os testes envolvidos no estabelecimento
de um BCT de células de Escherichia coli e apresentando o histérico de sua
estabilidade se constitui em uma contribuicdo favoravel para a comunidade

cientifica.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Estabelecer um banco de células de trabalho estavel em conformidade com
agéncias regulatérias para producdo da enzima Taq DNA Polimerase em uma

instituicdo governamental de apoio ao Sistema Unico de Sautde do Brasil.

1.2.2 Objetivos Especificos

1.2.2.1 Objetivo Especifico 1
Definir um processo para o estabelecimento e caracterizacdo de um Banco

de Células de Trabalho a partir de um Banco de Células Mestre considerando
aspectos regulatérios e as especificidades do IBMP.

1.2.2.2 Objetivo Especifico 2
Estabelecer um BCT e caracterizar identidade, pureza e qualificacdo das

células (e.g., andlises de estabilidade, viabilidade celular, estabilidade plasmidica e
avaliacdo plasmidial das células).

1.2.2.3 Objetivo Especifico 3

Avaliar o potencial da utilizacdo do BCT no processo fabril do IBMP para

producdo da enzima Taq DNA Polimerase.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A fundamentacdo teérica estd composta neste trabalho pelas secbes (1)
Aspectos Regulatorios, (2) Clonagem e Expressdo Génica Da Taq DNA Polimerase,
(3) Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) , (4) Banco de Células na Producéo de
Enzimas (5), Estabelecimento do Banco de Células de Trabalho e (6) Caracterizacéo

do Banco de Células de Trabalho.

2.1 ASPECTOS REGULATORIOS

A RDC n° 49, de 2011, rege o estabelecimento de novos bancos de células
para produtos biotecnolégicos e vacinas, e determina que BCTs devem ser
estabelecidos em conformidade as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), a partir de
bancos de células mestre, extensivamente caracterizados e qualificados para o fim
proposto. Além disso, também explicita que o estabelecimento de um novo lote do
banco de células de trabalho deve ser registrado no histérico de mudancas do
produto, instruido com uma declaracdo que contenha a identificagdo do novo banco
de células de trabalho e com um relatério que apresente a caracterizacdo quanto
aos aspectos de identidade, pureza, estabilidade e qualificagdo das células para o
fim proposto.

A RDC n°55, de 2010, disp8e sobre o registro de produtos bioldgicos. Nela
esta presente a Documentacdo de Producdo e Controle de Qualidade de Produtos
Biotecnoldgicos, que determina que para protocolar o pedido de registro do produto,
a empresa solicitante deve apresentar a descricdo dos bancos de células mestre e
de trabalho utilizados na fabricacdo do produto biotecnoldgico. Para isso,

obrigatoriamente devem ser apresentadas:
a. sequéncia do gene clonado;
b. descricdo dos métodos de selecéo de clones e controle de expresséao;
c. descricdo do método de insercdo do vetor na célula;

d. documentacéo relacionada a estabilidade genética do vetor na ceélula

hospedeira;

e. descricao da cepa/linhagem da célula hospedeira;



26

f. determinacéo da idade celular maxima in vitro;

g. descricdo do vetor de expressédo usado para o desenvolvimento do banco

de células mestre;

h. descricdo do sistema de banco de células, identificando o nimero do lote
do banco de célula mestre e de trabalho utilizado para a produgéo dos lotes

clinicos e industriais;

I. descricdo das atividades de controle de qualidade e estabilidade durante a

producéo e estocagem dos bancos de células mestre e de trabalho; e

J. relacdo e frequéncia de realizacdo dos testes utilizados para a avaliacao

da estabilidade dos bancos de células mestre e de trabalho.

A RDC n°69, de 2014, dispbe sobre as Boas Praticas de Fabricacdo de
Insumos Farmacéuticos Ativos. Nela consta a definicdo de banco de células, banco
de células mestre e banco de células de trabalho. Essa resolugcédo determina que os
controles do processo devem considerar a manutencdo do banco de células.
Explicita que o fabricante é responsavel pela qualidade de cada banco de células,
devendo garantir a rastreabilidade, identidade, pureza, viabilidade e realizagdo dos
demais testes em cada banco, conforme as caracteristicas biolégicas das células.
Adicionalmente, menciona que BCMs e BCTs usados na fabricacdo de produtos
biolégicos devem ser estabelecidos conforme os principios de BPF. Devem ser
armazenados separados de outros materiais com acesso restrito a pessoas
autorizadas. Para garantir a producao continua do insumo bioldgico, os fabricantes
devem ter planos para prevenir que algum evento ndo desejado como incéndio,
gueda de energia ou erro humano, possa inutilizar o banco de células. Tais planos
podem incluir armazenamento dos frascos do banco de células em multiplos locais.
O banco de células deve ser mantido sob as condicbes de armazenagem
adequadas para manter a viabilidade celular e evitar contaminacdo. Deve haver
procedimentos para evitar contaminacdo do banco de células, principalmente
durante sua manipulacdo. Os bancos de células de trabalho recém-preparados
devem ser qualificados através de caracterizacao e testes apropriados. Devem ser
mantidos registros das condi¢cdes de armazenagem e do uso dos frascos do banco
de células, de forma a permitir sua rastreabilidade. Deve ser feito o monitoramento

da estabilidade do banco de células sob condi¢cdes de armazenagem definidas, para
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determinar sua adequacdo para uso. Deve haver controle e registro do nUmero de
repiques/passagens das cepas utilizadas.

A Conferéncia Internacional de Harmonizacgéo (International Conference of
Harmonisation - ICH) é uma iniciativa para um processo de harmonizacéo orientado
a unificar procedimentos farmacéuticos dos Estados Unidos, Europa e Japéo,
visando inovacgdes regulatorias. Os guias ICH Q tratam da qualidade dos produtos
biotecnolégicos. O ICH Q 5, de 1998, é o guia “Derivacédo e Caracterizagéo de
Substratos Celulares para Produg&o de Produtos Biotecnoldgicos”. De acordo com o
ICH Q 5, o historico da célula hospedeira deve contemplar espécie, cepa,
caracteristicas genotipicas e fenotipicas conhecidas, patogenicidade, producédo de
toxinas e as demais informacdes de risco, se houverem. O cultivo celular deve ser
documentado, com a descricdo de manipulacées genéticas e sele¢cbes. Devem ser
fornecidas todas as informacdes disponiveis sobre identificacdo das células,
caracteristicas e resultados de testes para presenca de agentes enddgenos e
adventicios. A frequéncia de subcultivos ap6s a geracdo do substrato celular deve
ser documentada. Devem-se descrever os constituintes do meio de cultura utilizado.
Adicionalmente, deve-se registrar as informagdes sobre a metodologia utilizada para
desenvolver o substrato celular, como fusdo celular, transfeccdo, selecao,
isolamento de coldnias, clonagem e amplificacdo génica, adaptacdo as condicdes ou
meios de cultura especificos. Os fabricantes sé@o responsaveis por garantir a
qualidade dos bancos de células e dos testes neles realizados (ICH, 1998).

Bancos de célula mestre e de trabalho podem diferir um do outro em
aspectos como composi¢do do meio de cultura e condi¢des de cultivo. Similarmente,
as condicdes de cultura utilizadas para preparo do BCM e BCT podem ser distintas
das utilizadas no processo produtivo (ICH, 1998).

Os fabricantes devem descrever o tamanho do banco de células, quais
recipientes sao usados para armazenamento, os métodos usados para a preparagao
do banco de células, incluindo crioprotetor e meio de cultura utilizados, assim como
as condicbes empregadas para a criopreservacao. Adicionalmente, é necessario
descrever 0s procedimentos para evitar contaminagdo e para permitir a
rastreabilidade dos criotubos (ICH, 1998).

Para a maioria das células microbianas, a andlise do crescimento em meio

s

seletivo é adequada para confirmar a identidade das células. Para bancos de
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plasmideos, a avaliacdo de identidade deve ser acompanhada da andlise da
construcdo de expressdo. A expressdo do produto de interesse € também
considerada adequada para confirmar a identidade dos sistemas de expressdo
microbianos. A pureza do banco de células pode ser testada utilizando agentes
seletivos como antibiéticos para que seja possivel o cultivo em meio de cultura
contendo esse agente, e assim haja crescimento apenas dos microrganismos com
marca de selecéo (ICH, 1998).

Ha duas questdes quanto a estabilidade do substrato celular: a geracao
consistente do produto de interesse e a retencdo da capacidade de producéo
durante armazenamento. Geralmente, as células para producdo sdo obtidas da
expansdo das células do BCT. O BCM pode ser usado para essa finalidade com
uma justificativa apropriada (ICH, 1998).

O tipo de teste utilizado para avaliar se as células geram adequadamente o
produto de interesse depende da natureza do substrato celular, dos métodos de
cultivo e do produto. Para células contendo expressao de DNA recombinante, deve-
se verificar a consisténcia da sequéncia que codifica a construcdo de expressao
verificando a sequéncia nucleotidica do gene de interesse ou analisando a formacgéao
do produto. Pode-se também avaliar caracteristicas morfolégicas e perfil de
crescimento (ICH, 1998).

2.2 CLONAGEM E EXPRESSAO GENICA DA TAQ DNA POLIMERASE

DNA polimerases sdo enzimas que sintetizam uma nova fita de DNA,
complementar a um molde de DNA ou RNA preexistente, na presenca de
iniciadores. A Tag DNA polimerase € um tipo de DNA Polimerase resistente a
desnaturacdo por tratamento térmico, por ser origindria da bactéria Thermus
aquaticus (BROWN, 2003). Essa bactéria foi isolada pela primeira vez de uma fonte
termal do Parque Nacional de Yellowstone, nos Estados Unidos, onde crescia
otimamente a 70°C, sendo capaz de se desenvolver até 79°C (BROCK, 1997). A
enzima Taq DNA polimerase, muitas vezes abreviada como Taq, € estavel a
temperaturas ainda maiores, o que a torna adequada para as reacoes em cadeia da
polimerase (PCR), pois ndo perde sua atividade quando a temperatura é elevada a
94°C para desnaturar o DNA (BROWN, 2003).
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A tecnologia do DNA recombinante permitiu que a Tag DNA polimerase
passasse a ser produzida a partir de uma bactéria mais conhecida e facil de ser
cultivada, a Escherichia coli. Isso foi possivel ao isolar-se o gene da Thermus
aguaticus responsavel por expressar a enzima Tagq DNA polimerase, inseri-lo em um
vetor, transportar o vetor para o interior da Escherichia coli, dar condi¢cdes para
expresséo da Taq na E. coli e por fim purificar a enzima, com maior rendimento que
a obtida da T. aquaticus (LAWYER et al., 1989). O vetor citado € um plasmideo, ou
seja, uma molécula de DNA circular com existéncia independente na célula
bacteriana. O transporte do plasmideo para o interior da célula hospedeira de E. coli
€ denominado transformacdo celular. Ao cultivar a bactéria em condi¢cdes
adequadas para seu crescimento, o plasmideo se multiplica produzindo cépias
idénticas de si e do gene que ele carrega. Quando a célula hospedeira se divide, sua
progénie recebe os plasmideos, que devem manter sua replicacdo. Ao se passarem
varias divisdes celulares sao produzidas coldnias, ou clones, de células bacterianas
supostamente idénticas. ldealmente, cada célula do clone possui uma ou mais
cOpias do gene de interesse. Esse processo é denominado clonagem génica e esta
ilustrado na Figura 1 (BROWN, 2003).
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Figura 1 - Etapas da clonagem génica em verde, e em preto a identificacdo dos esquemas
Fonte: Adaptado de Brown, 2003.

Os organismos possuem genes que S0 expressos constantemente e outros
que podem ter a expressao regulada. Os primeiros sdo genes que codificam
produtos necessarios a todo momento para o metabolismo celular, tendo expresséo
génica constitutiva. Outros produtos génicos tém seus niveis celulares aumentados
ou diminuidos em resposta a sinais moleculares, tendo expressao génica regulada.
Essa regulacdo pode ser tanto para indugéo quanto para repressao da expressao. O
agrupamento de genes, promotor, operador e sequéncias adicionais que atuam na

regulacdo da expressdo € chamado de operon (NELSON e COX, 2011).
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O plasmideo pBioMTaq, cujo mapa esta na Figura 2, foi construido para
producdo da enzima Tag DNA polimerase pelo IBMP e provém da transferéncia de

tecnologia da empresa Qiagen (Hilden, Alemanha, 2009).
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Figura 2 - Mapa do plasmideo pBioMTaq
Fonte: Qiagen, 2009

Ele possui em sua sequéncia um operon para regulacdo da expressao do
gene da Tag. A expressdo é induzida quando se adiciona ao cultivo o composto
quimico isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) e deixa-o em condi¢cdes de temperatura
e agitacdo adequadas pelo tempo necessario para inducdo (QIAGEN, 2009). Na
auséncia de IPTG existe uma proteina repressora ligada ao operador que impede
gue a Taq seja transcrita e traduzida. Quando adicionado, o IPTG se liga a essa
proteina repressora e faz com que ela se desligue do operador e permita que o gene
da Taqg seja expresso e a enzima Taq produzida (NELSON e COX, 2011).
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2.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consiste na amplificacdo
exponencial de uma sequéncia especifica de DNA. Suas aplicagbes incluem a
obtencdo de amostra pura de um gene individual, analises de DNA na ciéncia forense
e diagnostico de doencas (BROWN, 2003).

Para a reacdo, em tubo adiciona-se o conjunto de reagentes necessarios
para que ela ocorra, sendo eles nucleotideos (dNTPs), cofator enziméatico (Mg®"),
agua, iniciadores, material genético a ser amplificado e a enzima Taq DNA
Polimerase. O tubo de reacdo € colocado no termociclador, um equipamento que
realiza ciclos de temperatura pré-programados, permitindo que a PCR aconteca,
conforme detalhado a seguir e ilustrado na Figura 3. Primeiro ocorre aquecimento a
94°C para desnaturar o DNA, fazendo com que a dupla fita se separe devido ao
rompimento de pontes de hidrogénio. A mistura € entdo resfriada a 50 a 60°C para
permitir o anelamento dos iniciadores. Estes, também chamados de primers, sdo
duas pequenas moléculas de DNA, forward e reverse, que pareiam com as
extremidades da fita de DNA que se deseja amplificar (DNA molde). O proximo
aguecimento do ciclo vai até 74°C, temperatura considerada 6tima para a atividade
da Tag DNA Polimerase, gue se liga na extremidade dos iniciadores e sintetiza novas
fitas de DNA, complementares ao DNA molde. Isso compde um ciclo. O ciclo
seguinte se d4 com a mesma sequéncia: 94°C de desnaturacdo, 50 a 60°C de
anelamento, 74°C de sintese, e assim segue-se sucessivamente, até a quantidade
de ciclos que tenha sido pré-programada. Com 25 ciclos sdo obtidas mais de 50
milh&es de cépias do DNA molde (BROWN, 2003).
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Figura 3 - Etapas da reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)
Fonte: Adaptado de CK-12, 2016

Os testes moleculares sdo PCRs que permitem o diagndstico de doengas ao
amplificar uma sequéncia de genes do patdgeno gue tenha infectado o paciente. O
plasma sanguineo do paciente é processado e dele se extrai o DNA. A PCR é feita
com 0s reagentes expostos anteriormente, usando como material genético o DNA
extraido do plasma sanguineo do paciente e iniciadores especificos para uma

sequéncia genética do patdgeno que se deseja identificar.
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2.4 BANCO DE CELULAS NA PRODUCAO DE ENZIMAS

Conforme o item 2.2, a Taqg DNA polimerase pode ser produzida em
Escherichia coli através da transformacéo da bactéria com plasmideo que contém o
gene da Taqg, cultivo das células e inducdo com IPTG. Porém, a cada nova
transformacao muitas colénias sdo geradas (Figura 1). O cultivo de células é feito a
partir de uma Uunica coldnia alcada da placa de Petri. Cada col6nia € um clone e
cada clone pode possuir um diferente nUmero de copias do plasmideo. Isso porque
o plasmideo tem existéncia independente na célula e pode se replicar de forma
diferente nos varios clones (BROWN, 2003). As células transformadas podem perder
plasmideos ou conter plasmideos que tenham sido modificados ao longo das
multiplicacdes celulares (OLD e PRIMROSE, 1981). Essa instabilidade plasmidica
esta elucidada no item 2.6.2. A producdo da enzima dependera do nimero de
plasmideos presente no clone, pois o gene que codifica a Taq esta inserido nesses
plasmideos. Assim, a cada nova transformacao se escolhe uma col6nia diferente e a
producédo de Taq pode variar em qualidade e quantidade de enzima obtida.

A proposta de fabricacdo da Taqg a partir de um banco de células € eliminar a
variabilidade intrinseca a transformacéo realizada a cada novo lote de producéo. O
material genético utilizado para iniciar uma producdo biotecnoldgica precisa ser
confiavel, continuo e estavel (GEIGERT, 2013). O banco de células é composto de
muitos criotubos contendo células transformadas provindas de um unico clone. Ao
iniciar o cultivo celular de cada lote pela reativacdo de um criotubo congelado ao
invés de usar uma colénia da nova transformacado, tem-se a garantia de se estar
trabalhando com o mesmo clone em todos os lotes. Assim, a producdo da Taq pode
ter maior homogeneidade e reprodutibilidade.

Um banco de células mestre (BCM) consiste em uma cultura celular
derivada de uma unica colbnia completamente caracterizada, distribuida em varios
criotubos que s&o acondicionados em condi¢bes adequadas para preservacéo. Tal
cultura precisa ser capaz de produzir a enzima Taq. Um banco de células de
trabalho (BCT), por sua vez, consiste em uma cultura de células preparada a partir
de uma aliquota do BCM em condi¢des de cultivo definidas e distribuida em varios
criotubos adequadamente preservados. Os frascos de BCT séo utilizados para

iniciar a cultura de células na fabricagéo do produto (BRASIL, 2014).
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2.4.1Criopreservagao

O elemento chave de um programa de preservacdo de células € a
padronizacdo dos métodos empregados para garantir a obtencdo de resultados

consistentes e comparaveis (SIMIONE, 2009).

A criopreservacdo € o método mais comumente utilizado para preservagao
de células em longo prazo. Culturas celulares adequadamente congeladas e
armazenadas compdem bancos de células que formam a base da fabricacdo de
produtos biotecnoldgicos. O objetivo da criopreservacao € alcancar o nivel de estase
metabdlica das células para suprimir qualquer alteracdo genética ou bioquimica que
possa ocorrer enquanto estiverem armazenadas a baixas temperaturas
(MOLDENHAUER, 2003).

A liofilizacdo de microrganismos é outra forma de preserva-los por longos
periodos. Consiste em remover agua e outros solventes, de uma amostra aquosa
congelada, por sublimacao. O produto seco resultante precisa ser reconstituido com
agua antes de ser utilizado. A liofilizagcdo para preservacdo em longo prazo de
células mais complexas ndo apresenta sucesso. E mais simples liofilizar células
bacterianas Gram-positivas que Gram-negativas, presumivelmente devido as
diferencas de estrutura de suas paredes celulares (SIMIONE e BROWN, 1991).
Além disso, a liofilizacdo apresenta alguns efeitos adversos que ndo sdo observados
na criopreservacdo. Eles incluem potenciais alteracdes genéticas causadas pela
quebra das fitas de DNA e selecdo de mutantes, desnaturacdo de proteinas
susceptiveis e queda na viabilidade de muitos tipos de células bacterianas. A
liofilizacdo é mais trabalhosa e requer equipamentos e protocolos mais complexos
que a criopreservacao. O uso de temperatura para preservar e armazenar culturas é
universalmente mais simples e geralmente mais robusto para manutengdo de muitos
tipos de células (MOLDENHAUER, 2003).

Quanto mais baixa a temperatura de armazenamento das células, por mais
tempo elas permanecem viaveis (SIMIONE, 2009). O nitrogénio liquido fornece as
temperaturas mais baixas (-196°C) para armazenamento de muitos tipos de
microrganismos. E um método extensivamente utilizado por manter a viabilidade

celular bem preservada. Entretanto, devido ao seu custo relativamente elevado,
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utilizam-se temperaturas mais elevadas, como -70°C, que é suficientemente baixa

para preservar a maioria dos microrganismos (HECKLY, 1978).

Geralmente, quanto maior a viabilidade celular antes de ser congelada,
melhor a sua recuperacdo no descongelamento. Para a maioria das bactérias e
fungos sdo requeridas aproximadamente 10’ células por mililitro para assegurar uma
adequada recuperacao (SIMIONE e BROWN, 1991).

Sdo utiizados em criopreservacdo pequenos recipientes para
armazenamento de células, chamados de criotubos, como ampolas de vidro selado
a fogo e vials plasticos com tampa de rosquear. Os tamanhos mais comuns Sao
criotubos de 1,2 a 2,0 mL, os quais geralmente sdo preenchidos com 0,5 a 1,0 mL
de suspensao celular (SIMIONE, 2009).

Agentes crioprotetores sdo substancias adicionadas as culturas celulares
para protegé-las de danos durante o0 congelamento, armazenamento e
descongelamento. Sua eficacia é resultado direto de sua alta solubilidade em agua
e da habilidade de manter essa propriedade em temperaturas muito baixas. Dessa
forma, um crioprotetor induz uma profunda queda no ponto de congelamento da
solucéo biolégica. Um crioprotetor efetivo deve permear facilmente as membranas
celulares e se difundir rapidamente. Adicionalmente, deve ter baixa toxicidade nas
concentragbes de uso (MOLDENHAUER, 2003). O glicerol e o dimetilsulfoxido
(DMSO) sdo amplamente utilizados e tradicionalmente sé&o considerados os mais
efetivos agentes para preservacdo de células vivas e organismos. Para a maioria
das células, o glicerol é o agente escolhido por ser menos téxico que o DMSO.
Outros crioprotetores por vezes utilizados séo polietileno glicol, propileno glicol,

glicerina, polivinilpirrolidona, sorbitol, dextran e trealose (SIMIONE, 2009).

O tempo entre a mistura do crioprotetor com a cultura celular e o inicio do
processo de congelamento € chamado de periodo de equilibrio. Para a maioria das
células, o periodo de equilibrio deve durar pelo menos 15 minutos, ndo podendo
passar de 45 a 60 minutos, pois 0s crioprotetores podem ser toxicos as células se
este periodo for muito longo (SIMIONE, 2009).

Uma vez que as células tenham sido combinadas com um agente
crioprotetor e dispensadas em criotubos, a proxima etapa é o congelamento. A
velocidade com que a temperatura € reduzida controla a difusdo de agua através da

membrana celular e, com isso, determina a taxa com que a agua é convertida em
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gelo e a alteracao na concentracao de solutos no meio extracelular. O congelamento
precisa ser lento o suficiente para prevenir a geracdo de gelo intracelular e, ao
mesmo tempo, rapido o suficiente para minimizar a exposi¢cao das células ao efeito
prejudicial do meio hiperténico (MOLDENHAUER, 2003). Diferentes tipos de células
requerem diferentes taxas de congelamento, mas uma queda uniforme de 1°C por
minuto a partir da temperatura ambiente tem sido adequada para uma grande
variedade de células e organismos. Quanto maiores e mais complexas as células,
mais critico é o processo de congelamento. A maioria das bactérias tolera ser
diretamente posta a -80°C, sem a lenta taxa de congelamento ideal (SIMIONE,
2009).

Em congelamentos rapidos sdo formados cristais de gelo normalmente
pequenos ou até mesmo indetectaveis em microscopio eletrénico. Entretanto, esses
cristais de gelo submicroscopicos sédo termodinamicamente instaveis em relacdo aos
cristais maiores. Por isso, se o descongelamento for lento eles tendem a se agregar
formando cristais de gelo maiores, num processo de recristalizacdo que pode
danificar as células. Esse processo pode ser evitado ao se adotar o
descongelamento rapido, colocando os criotubos congelados diretamente em banho
de incubacdo a 37°C (MOLDENHAUER, 2003; MEZA et al, 2004; TEDESCHI e
PAOLI, 2011). A suspenséo celular descongelada deve ser transferida o mais rapido
possivel para o0 meio de cultura fresco, a fim de evitar a exposicdo aos efeitos
toxicos do agente crioprotetor (SIMIONE, 2009).

2.4.2 Banco de Células Mestre

O Banco de Células Mestre (BCM) foi estabelecido em 2012 na empresa
parceira do IBMP, o Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos),
uma das unidades da Fundac¢édo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (PACHECO, 2013). Para o
estabelecimento, foi feita a transformacao por eletroporacdo da célula bacteriana de
Escherichia coli INVaF’ (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) com o plasmideo pBioMTaq,
seguida da avaliacdo do plasmideo por analise de restricdo, PCR, extracdo e
dosagem do DNA plasmidial. Fez-se o cultivo de 10 diferentes clones e testes de
cinética de crescimento e inducdo da expressdo da Taq para selecionar um deles

para compor o BCM. A cultura preparatoria do clone selecionado foi aliquotada em
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200 criotubos contendo glicerol 50%, que foram congelados com etanol absoluto e
gelo seco, e armazenados em ultrafreezer a -70°C, originando o BCM (PACHECO,
2013).

O estudo de estabilidade foi feito no més do estabelecimento e no quinto,
oitavo e décimo primeiro meses posteriores. Foram realizados testes de viabilidade
celular, estabilidade plasmidica e inducdo da expressao da Tagq DNA polimerase. O
BCM se manteve estavel até 11 meses apos o0 seu estabelecimento (PACHECO,
2013).

2.5 ESTABELECIMENTO DO BANCO DE CELULAS DE TRABALHO

O Banco de Células de Trabalho (BCT) foi estabelecido no IBMP a partir de
um criotubo do BCM de Bio-Manguinhos. Portanto, a célula utilizada foi a de
Escherichia coli INVaF’ transformada por eletroporagédo pelo plasmideo pBioMTaq.
Foram avaliados 10 clones do BCM para eleger um deles para compor o BCT. Os
testes realizados foram: cinética de crescimento, indugdo da expressédo da Taq,
extracao e dosagem do DNA plasmidial, e analise de restri¢ao.

2.5.1 Cinética de Crescimento

As bactérias idealmente devem passar pelas seguintes fases de
crescimento: lag, com pouca ou nenhuma divisao celular por estarem se adaptando
ao meio de cultivo; log, periodo de crescimento logaritmico; estaciondria, na qual o
ndamero de células que morrem € equivalente ao niumero de células novas; e de
declinio, em que o numero de células mortas excede o de novas. Durante a fase log
ha maior atividade metabdlica e, portanto, maior producao e expressao de proteinas
(TORTORA, 2012). O Grafico 1 mostra a curva de crescimento bacteriano com as
quatro fases tipicas de crescimento ao longo do tempo. No eixo y esta o numero de
células em escala logaritmica. De acordo com a Organizacdao Mundial da Saude
(OMS, 2010) somente culturas de células que estdo predominantemente em fase log

devem ser usadas para estabelecimento de banco de células.
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Gréfico 1 - Curva de crescimento bacteriano com as quatro fases tipicas de crescimento
Fonte: Adaptado de PGCC, 2016

O tempo de duplicacdo normal da Escherichia coli INVaF’ transformada com
pBioMTaq é de 40 minutos, assim, a taxa especifica de crescimento (u) ideal é de
0,05/min e o crescimento é considerado satisfatério para p superiores a 0,04/min
(QIAGEN, 2009).

A medicdo da turbidez da cultura € um método para acompanhamento do
crescimento das células bacterianas, pois quando elas se multiplicam o meio liquido
se torna turbido devido a alta densidade celular. As medicdes sao feitas em
espectrofotometro, no qual um feixe de luz é transmitido através da suspensao
bacteriana para uma célula fotoelétrica. Com o crescimento bacteriano menos luz
atinge a célula fotoelétrica e essa alteracdo é registrada na escala do equipamento
como transmitancia, ou seja, a percentagem de transmissdo da luz. A partir da
transmitancia o espectrofotbmetro fornece a absorbancia, também denominada
densidade ¢ptica (DO) da amostra (TORTORA, 2012). A Figura 4 apresenta um
esquema da transmitancia e absorbancia. O branco é o meio de cultura liquido ndo
inoculado, portanto, sem nenhuma célula bacteriana, utilizado para configurar no
espectrofotometro o0 que se deseja considerar como absorbancia zero. Um
comprimento de onda frequentemente usado para medicdo da DO de suspensoes
de células de bactérias ou leveduras € 600 nm (DOggonm) (MATLOCK et al, 2013).
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Figura 4 - Esquema de medic&o de transmitancia e absorbéncia na suspenséo bacteriana
Fonte: Adaptado de TORTORA, 2012

O objetivo do teste de cinética de crescimento do BCT é avaliar a
multiplicacdo da cultura a fim de comprovar que as células estdo atingindo a fase
exponencial de crescimento (fase log) com tempos similares ao longo dos meses, e

com taxa especifica de crescimento superior a 0,04/min.

2.5.2Inducédo da Expressdo da Enzima Taq DNA Polimerase

A inducdo da expressdo da enzima Taq € feita com a adi¢do do IPTG ao
meio de cultura e com a incubacdo em condicdes de temperatura e agitacao
adequadas para a bactéria pelo tempo necessario para a inducéao.

Para analisar se a inducao foi eficiente, o cultivo é preparado e analisado em
eletroforese de gel de poliacrilamida desnaturante, SDS-PAGE. O termo PAGE vem
do inglés polyacrylamide gel electrophoresis e SDS é o detergente dodecil sulfato de
sédio. A eletroforese se refere ao movimento de moléculas carregadas em resposta
a um campo elétrico, resultando na separagdo delas. No campo elétrico, as
proteinas se movem em direcdo ao eletrodo de carga oposta (BIO-RAD, 2016). A

Figura 5 apresenta um esquema do sistema de eletroforese.
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Figura 5 - Esquema do sistema de eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida
Fonte: Adaptado de Bio-Rad, 2016

Além da carga, a migracdo de uma proteina depende também de sua forma
e sua massa molecular. Na literatura, ocasionalmente, faz-se referéncia a massa
utilizando o termo “tamanho” como apresentado na Figura 5. O uso do SDS durante
0 preparo das amostras € uma forma de eliminar o efeito da carga e da forma na
migracdo das proteinas, enfatizando a massa molecular. O SDS liga-se a maioria
das proteinas em quantidades aproximadamente proporcionais a massa molecular
delas, contribuindo com uma grande carga negativa. Assim, a carga intrinseca da
proteina se torna insignificante e a relacdo carga-massa torna-se predominante.
Ademais, a ligacdo ao SDS desdobra parcialmente as proteinas, deixando-as com
formas similares. O ditiotreitol (DTT) ou outro agente redutor também é comumente
utilizado por atuar no desdobramento das proteinas ao romper suas pontes
dissulfeto. Com isso, a eletroforese com SDS separa as proteinas quase que
exclusivamente com base em seus tamanhos (massas moleculares). A Figura 6
ilustra o efeito do SDS na forma e na carga da proteina. O gel de poliacrilamida atua
como uma peneira molecular, retardando a migracdo de proteinas maiores e
permitindo passagem mais rapida das proteinas pequenas. Elas séo visualizadas

em forma de bandas ap0s serem coradas (NELSON e COX, 2011).
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Figura 6 - Efeito do detergente SDS na forma e na carga da proteina
Fonte: Bio-Rad, 2016

O preparo dos cultivos para serem aplicados em SDS-PAGE inclui
desnaturacdo das proteinas pelos componentes do tampdo de amostra para
proteina e pelo calor. O tampd&o costuma conter SDS, um agente redutor (como DTT
ou B-mercaptoetanol), glicerol e corante. Glicerol é adicionado por ser mais denso
que a agua e fazer com que as amostras afundem no poco do gel imerso em
tampéo. O corante normalmente usado é azul de bromofenol, pois ele possui baixa
massa molecular e migra a frente, permitindo acompanhamento visual da
eletroforese. A amostra € misturada ao tampao e incubada a 95°C por cinco minutos
para completar o rompimento das interacdes moleculares (BIO-RAD, 2016).

O gel é colocado em uma cuba entre dois eletrodos. A forca motriz da
migracdo de proteinas é a tenséo elétrica (V, em volts) aplicada entre os eletrodos.
Ela leva a um fluxo de corrente (I, em amperes) através do gel, que possui uma
resisténcia intrinseca (R, em ohms). A lei de Ohm descreve a mutua dependéncia

desses trés parametros, de acordo com a equacao (1):
R=— 1)

E possivel configurar na fonte de eletroforese a tensdo e a corrente que se
deseja utilizar, sendo que uma delas é configurada para permanecer constante
durante a corrida. A resisténcia, entretanto, € inerente ao sistema e ndo permanece
constante (BIO-RAD, 2016).
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O campo elétrico (E) entre os dois eletrodos, considerado aqui um campo
elétrico uniforme, é um importante parametro na eletroforese por determinar
indiretamente a taxa de migracdo dos componentes da amostra ao longo de uma

distancia (D) que separa o catodo do anodo, de acordo com a equagao (2).

E=5 2)

A intensidade de campo elétrico é fornecida em newton por coulomb (N/C)
ou volt por metro (V/m). No entanto, considerando as dimensdes de um
equipamento de eletroforese biomolecular, esta grandeza é tipicamente fornecida
em V/cm.

A maioria das eletroforeses de proteina € operada com forca do campo
elétrico de 10 a 20 V/cm (BIO-RAD, 2016). Como a forca do campo elétrico gerada
entre dois eletrodos é funcdo do meio que os separa, ela pode ser modificada pelo
calor produzido durante a eletroforese devido ao efeito Joule. Esse efeito pode levar
a distorcbes e aumento de difusdo das bandas proteicas.

Em sistemas descontinuos como é o da SDS-PAGE, a resisténcia aumenta
com o progresso da corrida. Com tensao elétrica constante, a corrente e a poténcia
diminuem conforme a resisténcia aumenta. Isso leva a um aumento no tempo da
corrida, que permite que as proteinas se espalhem mais no gel. Com a corrente
constante, a tensdo elétrica, a poténcia e consequentemente o efeito Joule
aumentam durante a eletroforese, resultando em corridas mais curtas, porém, mais
aguecidas que as de tensédo elétrica constante. Por isso, costuma-se preferir o uso
de tensdo elétrica constante. Adicionalmente, para promover ainda mais a
separacdo das proteinas, pode-se configurar uma tensao elétrica menor, que faz
com que o tempo de corrida seja ainda maior e as proteinas se separem mais (BIO-
RAD, 2016).

O objetivo da eletroforese SDS-PAGE nos testes do BCT é verificar se ha
expressao da enzima BioMTaq, que possui massa molecular de aproximadamente
95 quilodaltons (kDa). Para isso, além das amostras induzida e ndo induzida, aplica-
se também no gel um marcador de peso molecular e uma amostra de Taq DNA

Polimerase referéncia.
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2.5.3 Extragcédo e Dosagem do DNA Plasmidial

Para ser adequada para passar pelo procedimento de extragdo plasmidial, a
cultura bacteriana deve estar em sua fase logaritmica de crescimento, ou no inicio
da fase estacionaria. O uso de células antes disso pode gerar baixos rendimentos de
DNA plasmidial extraido devido & baixa densidade celular. J& o uso de células em
fases mais avancadas pode resultar em qualidade e rendimento baixos, devido a
degradacédo do DNA das células mais antigas (QIAGEN, 2016).

A extracdo do DNA plasmidial do BCT é feita utilizando o kit QlAprep Spin
Miniprep (Qiagen, Hilden, Alemanha), que se baseia na lise alcalina e clarificacédo
das células, seguida da adsor¢cdo do DNA em colunas com membrana de silica, na
presenca de alta concentracéo salina, lavagens da coluna e por fim eluicdo do DNA
(QIAGEN, 2015).

Inicialmente, a cultura é centrifugada, para que as células sedimentem, e o
sobrenadante é descartado. O pellet de células pode ser congelado a -20°C para ser
posteriormente processado. A lise alcalina € o método mais comumente utilizado na
purificacdo plasmidial de células bacterianas (BIRNBOIM e DOLY, 1979; BIRNBOIM,
1983). Ela envolve quatro etapas (Figura 7). A primeira é a ressuspensado do pellet
de células em tampéo Tris-EDTA contendo RNase A. A segunda é a lise celular
propriamente dita, com uso da base hidroxido de sédio (NaOH) e do detergente
dodecil sulfato de sdédio (SDS). O SDS solubiliza os fosfolipideos e proteinas na
membrana células, levando a lise e liberacdo do conteudo celular. O NaOH
desnatura o DNA cromossdmico e o DNA plasmidial, assim como as proteinas. A
presenca de RNase A garante que o RNA celular liberado é digerido durante a lise.
Essa etapa precisa ser feita rapidamente para que nado ocorra desnaturacao
irreversivel dos plasmideos. A terceira etapa é a neutralizacdo do lisado pela adicédo
do sal acetato de potassio (KAc). A alta concentracdo salina faz com que o dodecil
sulfato de potassio (KDS) formado precipite, e haja coprecipitacdo de proteinas e
DNA cromossdémico desnaturados, juntamente com debris celulares, no complexo
insolivel de sal-detergente. O DNA plasmidial, entretanto, sendo circular e
covalentemente fechado, renatura corretamente e permanece em solucdo. A quarta
etapa é clarificar o lisado neutralizado, o que é feito por centrifugacdo. O lisado

clarificado é transferido para uma coluna com membrana de silica. Conforme a
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Figura 8, os &cidos nucleicos sdo adsorvidos a membrana na presenca de sais
caotropicos, que removem agua das moléculas hidratadas em solucao.
Polissacarideos e proteinas ndo adsorvem e sédo removidos nas etapas de lavagem
da coluna, com alta concentragdo de sal e/ou etanol. O DNA plasmidial é eluido com

tampao de baixa ou nula concentracdo salina (QIAGEN, 2016).

1. Resuspensdo
Célula de E. coli

2. Lise

Sl

4. Clarificacdo do Lisado

Centrifugacdo DNA plasmidial

DNA cromossdémico

Sobrenadante >
contendo DNA <—
plasmidial Precipitado de
— KSD com DNA
cromossomico
e proteinas

Figura 7 - Esquema da lise alcalina de Escherichia coli

Fonte: Adaptado de Qiagen, 2016
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Fonte: Adaptado de mn-net, 2016

As concentracdes de DNA e RNA (acido ribonucleico) sdo determinadas
pela absorbancia a 260 nm (A,p) em espectrofotdmetro. Para que se tenha precisao
nas medicdes, as leituras a 260 nm devem ficar entre 0,15 e 1,0, sendo que para
isso pode ser necesséario realizar diluicdes do DNA a ser medido. Para DNA dupla
fita em pH neutro, uma unidade de absorbancia Az equivale a 50 ng/uL (QIAGEN,
2016). A dosagem do DNA plasmidial do BCT é feita em espectrofotdbmetro
NanoVue Plus™ (Biochrom US, Holliston MA, EUA).

Andlise de restricdo e avaliacdo plasmidial sdo dois testes utilizados no
estabelecimento e estudo de estabilidade do BCT, que serdo abordados na
sequéncia. Na analise de restricao utiliza-se o plasmideo a 100 ng/uL e na avaliacéo
plasmidial a 200 ng/uL. Para o processo de transformacdo, segundo protocolo da

transferéncia de tecnologia da empresa Qiagen (Hilden, Alemanha), a concentracéo
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do plasmideo usado € de 100 ng/puL (QIAGEN, 2009). Assim, padroniza-se que a

concentracdo minima aceitavel para plasmideos extraidos do BCT é 100 ng/uL.

2.5.4 Andlise de Restricdo

Endonucleases sé@o enzimas que quebram ligacGes fosfodiéster no interior
da molécula de DNA. Endonucleases de restricdo do tipo Il clivam apenas nas
sequéncias de reconhecimento, chamadas também de sitios-alvo ou sitios de
restricdo, e deixam as outras sequéncias intocadas (BROWN, 2003).

In vivo, o0 DNA plasmidial é circular e superenovelado (supercoiled) para que
possa se encaixar no interior da célula. Em laboratério, ap6s uma preparacao
plasmidial, o DNA permanece majoritariamente superenovelado, mas certa
quantidade passa a ser linear (WAGENINGEN, 2016).

A eletroforese em gel de agarose para separacdo de moléculas de DNA
(Figura 9) tem o mesmo principio da eletroforese em gel de poliacrilamida para
separacdo de proteinas, discutida no item 2.5.2. A concentracdo de agarose
utilizada depende do tamanho dos fragmentos de DNA a serem analisados. Géis
com baixa concentracdo de agarose possuem poros mais largos e sdo usados para
separar grandes fragmentos de DNA enquanto que géis com alta concentracdo de
agarose e poros mais estreitos permitem a separagcédo de pequenos fragmentos de
DNA (QIAGEN, 2016).

Tampéo Fonte de
de corrida |_energia |

Moléculas \
ma'ores\: P A v
. WL Ay \
" - W s s s . - :\ Gel

Moléculas
> menores

Direcdo de migracdo do DNA

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose para separacao de moléculas de DNA
Fonte: Adaptado de Decoding DNA, 2016
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A mobilidade eletroforética de moléculas de DNA é definida ndo apenas pelo
namero de pares de base (tamanho), mas também por sua forma. Um DNA
plasmidial circular superenovelado possui uma estrutura compacta e por isso seu
tamanho hidrodindmico € muito menor, 0 que leva a uma mobilidade eletroforética
muito maior que a de moléculas de DNA linear com mesmo numero de pares de
base. H4 também a forma circular relaxada, que tem mobilidade eletroforética ainda

menor que a forma linear, de acordo com o ilustrado na Figura 10 (KOVACS, 2013).

Tempo de incubagao ) J\ ‘.

Forma circular relaxada
(Mobilidade baixa)

7
I

Direcdode fc\) ‘

migracéao do Forma linearizada > ,.-J

DNA (Mobilidade média) =)
(e

Forma superenovelada =2 -
(Mobilidade alta) f P£

Figura 10 - Migracéo das diferentes formas de DNA em gel de eletroforese
Fonte: Adaptado de Kovacs (2013)

O tratamento com uma enzima de restricdo que clive em apenas um sitio
gera uma forma linearizada do plasmideo, que tem mobilidade média. A digestéo
com duas enzimas de restricdo, portanto em duas sequéncias de reconhecimento,
gera dois fragmentos de DNA linearizado. Além disso, pode restar uma quantidade
de DNA que nédo foi completamente digerido, esta também fica linearizada
(KOVACS, 2013).

A analise de restricdo consiste em submeter o plasmideo pBioMTaq,
previamente extraido das células do BCT por Minipreparacdo Plasmidial, a uma
digestdo com as endonucleases de restricdo EcoRI e Xbal. O objetivo do teste &

verificar se o plasmideo se mantém integro, através da eletroforese em gel de
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agarose para a andlise dos fragmentos gerados ap0s a reacdo com as enzimas de
restricao.

O plasmideo pBioMTaq possui 7043 pb (Figura 2). As enzimas de restricdo
EcoRI e Xbal clivam nas extremidades do gene da BioMTaq, sendo que o sitio de
restricdo da EcoRI estd em 2639 pb e da Xbal em 5146 pb. Portanto, ao clivar o
plasmideo pBioMTaq com essas enzimas, espera-se que haja liberacdo de dois
fragmentos, um deles com 2507 pb (correspondente ao gene que codifica para a
BioMTaq) e outro de 4536 pb, regido complementar. O resultado das amostras
incubadas com EcoRI e Xbal pode também apresentar migracdo de banda com
tamanho de 7043 pb, que corresponde aos plasmideos que nédo foram
completamente digeridos. Nos controles negativos, espera-se a migracdo do DNA

super enovelado na altura de aproximadamente 4500 pb.
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2.6 CARACTERIZACAO DO BANCO DE CELULAS DE TRABALHO

A caracterizacdo do banco de células de trabalho aqui descrita consiste na
avaliacdo mensal da estabilidade das células, através da realizacdo dos testes
apresentados para estabelecimento do BCT, com acréscimo dos seguintes:
viabilidade celular, estabilidade plasmidica e avaliacdo plasmidial. Os proximos itens

fundamentam os testes, com principios e objetivos.

2.6.1 Viabilidade Celular

As células bacterianas perdem sua viabilidade celular, ou seja, sua
capacidade de se reproduzirem e realizarem seu metabolismo normal, em
decorréncia de alteracbes no ambiente, como na temperatura, pH, presséo,
fornecimento de fonte de energia entre outros fatores (DeCS, 2016). O método
utiizado para congelamento e descongelamento das células pode afetar
grandemente a sua viabilidade, conforme discutido no item 2.4.1. A queda na
viabilidade celular pode afetar a capacidade de producéo do produto de interesse.
Por isso, € fundamental determinar a viabilidade celular do BCT e permanecer
avaliando-a durante o estudo de estabilidade.

O teste realizado consiste em plaguear uma diluicdo seriada do BCT em
meio Luria-Bertani (LB) agar com ampicilina. Como o plasmideo de interesse possui
em sua sequéncia um gene que lhe confere resisténcia a ampicilina, somente as
células que contém o plasmideo sdo aptas a crescer nesse meio de cultura. O
crescimento de unidades formadoras de colénias (UFC), portanto, comprova a
identidade das células e sua pureza. O nimero de UFC crescidas e o fator de

diluicdo utilizado permitem o calculo da viabilidade celular, através da equacéo (3):

UFC Média de UFC 1000 uL
Viabilidade Celular( ) cdade s H

mL )~ Volume plaqueado (ul) 1 mL (atorde alucael @

Em média 10’ UFC/mL sdo requeridas para assegurar uma adequada

recuperagcdo apdés o descongelamento de bactérias (SIMIONE e BROWN, 1991).
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Assim, a obtencdo de viabilidade celular na ordem de grandeza de 10° UFC/mL ou

superior é considerada satisfatoria (MEZA et al, 2004).

2.6.2 Estabilidade Plasmidica

As células transformadas podem perder plasmideos ou conter plasmideos
que tenham sido modificados ao longo das multiplicacbes celulares. Essa
instabilidade plasmidial afeta diretamente a producdo da proteina desejada, que
depende da presenca de plasmideos integros no interior das células. Ha a
instabilidade plasmidial estrutural e a segregacional. A estrutural € causada pela
delecéo, insercdo, recombinacao ou outros eventos, ao nivel de DNA; enquanto que
a instabilidade segregacional é ocasionada pela particdo desigual de plasmideos
durante a divisdo celular (OLD e PRIMROSE, 1981). Depois que o plasmideo é
inserido na célula bacteriana, fatores genéticos e ambientais podem ocasionar sua
expulsdo ou alteracdo. Como fatores genéticos tem-se o arranjo do plasmideo,
namero de copias, nivel de expressdao, marca seletiva, propriedades das células
hospedeiras. Alguns fatores ambientais sdo a formulacdo do meio de cultura, a
guantidade de oxigénio dissolvido, a temperatura, o pH e a taxa de diluicdo. Assim,
as interacbes entre plasmideo e célula determinam a instabilidade plasmidial e o
grau de expressdo dos genes clonados (MOO-YOUNG et al., 1996).

O teste de estabilidade plasmidica objetiva assegurar que o plasmideo se
mantém estavel no interior das células e capaz de se replicar. Pacheco (2013)
apresenta o0 método para determinagéo da estabilidade plasmidica utilizado durante
0 estabelecimento e estudo de estabilidade do Banco de Células Mestre. Ele
consiste em cultivar um criotubo em meio de cultura acrescido de ampicilina, realizar
uma diluicdo seriada desse cultivo e plaquear em placas de Petri com meio de
cultura solido com e sem ampicilina. A estabilidade plasmidica é determinada pela
relacdo da quantidade de UFC crescidas em cada uma das placas, utilizando a

equacao (4).

50 UFC crescidas em LB amp
50 UFC crescidas em LB

Estabilidade Plasmidica (%)= 100 (4)
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Outra técnica para avaliar a estabilidade plasmidica é o Picking and Patching
colonies (KOENIG, 2003 e BISEN, 2014), menos sujeita a erros de procedimento,
como pipetagem imprecisa ou falta de homogeneidade na diluicdo. Esta técnica
consiste em, partindo de uma placa com col6nias crescidas em meio de cultura
sélido sem marcador de selecdo, alcar um determinado nimero de UFC, uma a
uma, e transferi-las para outras duas placas: uma contendo meio de cultura solido
com ampicilina e outra sem. A estabilidade plasmidica é calculada através da
equacao (4), acima descrita.

De acordo com Pacheco (2013), a estabilidade plasmidica deve ser superior
a 85%. Ao longo dos meses de caracterizacdo das células, foram utilizados os dois

métodos citados, conforme detalhado no capitulo Metodologia, item 3.2.4.
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3 METODOLOGIA

3.1 ESTABELECIMENTO DO BANCO DE CELULAS DE TRABALHO

O fluxograma ilustrado no Gréfico 2 apresenta a sequéncia dos testes

realizados durante o estabelecimento do BCT.

Descongelamento Plagueamento & Cintica de
de um criotubo do = Selecdo de — Crascimento
BCM 10 UFC
o1 Extracéo e Inducgdo da
ﬁén;slﬁie ﬁdﬂe < Dosagem do €| Expressdo da
¢ DNA Plasmidial Enzima Taq

Gréfico 2 - Fluxograma dos testes realizados durante o estabelecimento do banco de células
de trabalho

Fonte: Autoria prépria

3.1.1 Abertura do Banco de Células Mestre

A abertura do BCM consistiu em descongelar um criotubo do Banco de
Células Mestre de Bio-Manguinhos contendo 1 mL de cultura com glicerol 25% (500
puL de cultura e 500 pL de glicerol 50%). Para o descongelamento, o criotubo foi
retirado do ultrafreezer (-80°C) e mantido por 25 minutos em caixa térmica com gelo

seco e por 15 minutos em caixa térmica com gelo normal.

Foi realizado o espalhamento em placas de Petri contendo meio LB amp,
dos seguintes volumes de cultura: 5 pL, 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL, 50 pL e 100 pL.
O plagueamento de diferentes volumes teve como finalidade obter uma placa da
gual se pudesse coletar 10 colénias bem distribuidas e isoladas, a serem avaliadas
para eleicdo de uma delas para compor o Banco de Células de Trabalho (BCT). As
placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16h.
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3.1.2 Cinética de Crescimento dos Clones do BCM

A 10 erlenmeyers de 100 mL foram adicionados 40 mL de meio de cultura
LB caldo e 80 uL de ampicilina 50 mg/mL. Por analise visual, foi escolhida a placa
com colonias mais distantes entre si. Desta, foram selecionadas 10 unidades
formadoras de colénias (UFC) para serem inoculadas nos erlenmeyers de 100 mL.
Cada UFC foi inoculada em um frasco erlenmeyer contendo meio de cultura LB

caldo acrescido de ampicilina 50 mg/mL.

Os erlenmeyers ja inoculados foram incubados a 37°C, 250 rotacBes por
minuto (rpm), para o acompanhamento do crescimento através de medicdo da
densidade optica da cultura a 600 nm (DOsoonm), €m espectrofotdmetro Thermo
Scientific™ Genesys™ 10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

Quando a DOgoonm Ultrapassou 0,450, a taxa especifica de crescimento (J,
min™) passou a ser calculada para intervalos de 30 minutos, utilizando a equac&o
(5).

_ (DO, FINal)/(DOggonm INicial)

W= 30 (min) ®)

Na equacado (5), DOgoonmFinal se refere ao valor de DOgoponm ao final do
intervalo de 30 minutos e DOggonmlnicial ao valor no inicio desse intervalo. O calculo
foi feito para o0 méximo namero de intervalos possiveis e entéo foi calculada a média
entre os valores obtidos. As equacdes (6), (7) e (8) apresentam um exemplo de

calculo da taxa especifica de crescimento.

( DDEDDI’IITI de 6h ) (01695 )

DOsoonm deIShSDmiﬂ _\0538/ _ 0.0431 miri” (6)
30 min 30
(DOBDDnm de ‘3h3ﬂﬂ’liﬂ) (0,856 )
u= 2o SB[ 10895 _ 0414 min ™

30 min 30
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0,0431 + 0,0411 .
M média = { > ) = 0,0421 min" (8)

O tempo de duplicacdo normal para a cepa de E. coli utilizada é de 40
minutos, por isso idealmente se teria uma variacdo de DOgoonm de 0,05/min
(QIAGEN, 2009), entretanto, com taxas superiores a 0,04/min o crescimento foi

considerado adequado.

3.1.3 Indugédo da Expressao da Enzima Tag DNA Polimerase

Foram testadas trés concentracdes de IPTG para indugcédo da expressao da
Tag DNA Polimerase: 1 mM, 2 mM e 3 mM. Para isso, foram retirados 5 mL de cada
cultivo apds atingimento da DOgponm de 0,8 a 1,0, e colocados em trés tubos Falcon
de 50 mL estéreis, um para cada concentracdo. O IPTG foi adicionado e as
amostras incubadas a 37°C, 250 rpm por 16 horas para a indugcdo da expressao.
Passada a incubacdo as amostras induzidas e néo induzidas foram preparadas para

analise em gel de poliacrilamida.

Em microtubos de 1,5 mL foram colocados 250 uL de cada um dos cultivos
(induzidos e nao induzidos), em seguida centrifugados por trés minutos a 13000
rpm, temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram retirados e descartados. Os
pellets das amostras foram ressuspensos em 125 uL de agua ultrapura e 125 uL de
tampéo 2X de amostra para proteina (10% de DTT 1 M, 2 mg/mL de SDS, 2 ng/mL
de azul de Bromofenol, 20% de glicerol estéril, g.s.p. d&gua RNase Free). Para
controle positivo da reagdo, a um microtubo de 1,5 mL foram adicionados 12 uL de
Taqg DNA Polimerase (Roche, Basileia, Suica) e 12 pL de tampdo 2X de amostra
para proteina. Os microtubos preparados foram colocados em termobloco a 95°C

por cinco minutos e em seguida em gelo.

Foram utilizados trés géis de poliacrilamida comerciais, Criterion XT Precast
Gel 12% Bis-tris (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), com cuba de eletroforese de
proteina Power PAC Basic — Bio-Rad. Ao sistema de eletroforese de cada um dos
géis foram adicionados 500 mL de 1X Tampdo MOPS/SDS (trizma base 50 mM,
MOPS 50 mM, EDTA 1 mM, SDS 3,4 mM, g.s.p. agua ultrapura).
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Foram aplicados os seguintes volumes: 20 pL do marcador de peso
molecular Mark 12 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); 24 uL da Taq DNA Polimerase
(Roche, Basileia, Suica); 10 yuL de cada uma das amostras. No primeiro gel foram
analisadas as amostras acrescidas de IPTG a 1 mM e a 2 mM, no segundo gel as
amostras a 3 mM e no terceiro as amostras induzidas dos clones que apresentaram

resultado menos satisfatério durante a cinética de crescimento.

A corrida foi configurada com tenséo elétrica constante de 150 V. O tempo
foi determinado por andlise visual do quanto as amostras migraram no gel, sendo a
corrida interrompida quando o corante azul estava a aproximadamente 1 cm do final
do gel. Os géis foram corados com corante Sypro Orange (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), em &cido acético 7%, e fotografados em sistema de fotodocumentacéo
UVP BioDoc-It® Imaging System (UVP, Upland, CA, EUA).

3.1.4 Extrag&do e Dosagem do DNA Plasmidial

A extracdo do DNA plasmidial do interior das células foi realizada por
Minipreparacdo Plasmidial, utilizando o kit QlAprep Spin Miniprep da empresa
Qiagen e seguindo o protocolo preconizado pelo fabricante (Qiagen, Hilden,
Alemanha, 2015). A dosagem foi feita em espectrofotometro NanoVue Plus™
(Biochrom US, Holliston MA, EUA).

3.1.5 Analise de Restricdo

As reacOes foram preparadas de acordo com as recomendacfes do
fabricante (New England BiolLabs, Ipswich, MA, EUA, 2012), com os volumes
apresentados na Tabela 1. Foi utilizado o DNA utilizado proveniente dos cultivos e
previamente extraido por Minipreparagcdo Plasmidial. Adicionalmente, fez-se uso de
um plasmideo pBioMTaq padréo.
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Tabela 1 - Volumes de reagentes a serem adicionados para 1 reacdo de andlise de restricdo

Reagentes Volume -1 reacé&o (uL)
Eco RI 1
Xbal 1
Tampao NEBuffer 2.1 10 X 5
Agua RNase Free 6
DNA (100 ng/uL) 2

Fonte: Autoria préopria

Os tubos de reacéo foram incubados em estufa a 37°C por duas horas e
entdo passaram por inativacdo enzimética a 65°C por 15 minutos. A reacdo foi
analisada por eletroforese em gel de agarose 1,0%. A corrida foi configurada para

ocorrer em 60 minutos, com tensao elétrica constante de 100 V.

3.1.6 Selecao do clone para compor o BCT

A selecédo do clone para compor o Banco de Células de Trabalho (BCT) foi
pautada nos seguintes critérios:

1. Cinética de crescimento, levando em conta o atingimento de DOggonm de
0,8 a 1,0 em menor tempo e a maior taxa especifica de crescimento (p);
Expressao da Tag DNA Polimerase, verificando presenca da Taq;

3. Dosagem da concentracdo plasmidial, constatando que estivesse
superior a 100 ng/uL;

4. Analise de restricdo com as enzimas EcoRI e Xbal, verificando a correta

digestao.

3.1.7 Cultura Preparatdria para Congelamento

Em um erlenmeyer de 1000 mL estéril, foram adicionados 99 mL de meio 2
XYT caldo e 20 pL de ampicilina 50 mg/mL. Ao meio de cultura foi inoculado 1,0 mL
do clone escolhido para compor o BCT. Realizou-se o acompanhamento da cinética

de crescimento até o atingimento de DOggonm entre 0,8 e 1,0.
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Entdo, foi feita a aliquotagem de 500 pL do cultivo para 100 criotubos, ja
contendo 500 uL de glicerol 50% estéril e dispostos em caixas adequadas para

criopreservacéo.

Os 100 criotubos seguiram para o congelamento rapido, em um banho com
etanol absoluto e gelo seco. As culturas congeladas foram armazenadas em

ultrafreezer a -80°C.

3.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE DO BANCO DE CELULAS DE TRABALHO

No tempo TO, ou seja, no estudo de estabilidade realizado no més do
congelamento do banco, os testes foram realizados com apenas um criotubo. A
partir do T1 a avaliacdo passou a ser feita em triplicata (trés criotubos) para dar
maior robustez e confianga aos resultados obtidos. Os procedimentos aqui descritos
consideram a triplicata.

Ao longo das avaliagdes feitas més a més foram realizadas outras
alteracdes de meétodos, sintetizadas no Quadro 1 e detalhadas nos itens 3.2.1 a
3.2.7.
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O Gréfico 3 apresenta o fluxograma com a sequéncia de testes realizados

até o T6 do estudo de estabilidade.

Grafico 3 - Fluxograma dos testes realizados até o T6 do estudo de estabilidade do BCT

Fonte: Autoria préopria

Estabilidade
Plasmidica
Pré-Inducdo
Descongelamento - Cinética de
de trés criotubos - Crescimento
Estabilidade
Plasmidica
Pos-Inducio Indugdo da
Anglise de Expressido da
Restricdo Extracdo e Enzima Taq
Dosagem do
.n":"n".u'E“EI;ﬁD M DA Plasmidial
Plasmidial (FCR)
Descongelamento - Viabilidade
de trés criotubos - Celular

O fluxograma ilustrado no Gréfico 4 apresenta a sequéncia de testes

realizados a partir do T7 do estudo de estabilidade.



61

Descongelamento -~ Cinética de E';d;";j;ﬁﬂdia
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Enzima Tag
Analise de
Extraciio e Restricdo
Dosagem do
DMA Plasmidial Avaliaggo
Flasmidial (PCR)

Viabilidade
Descongelamento Celular
de trés criotubos

Estabilidade

Plasmidica

Grafico 4 - Fluxograma dos testes realizados a partir de T7 do estudo de estabilidade do BCT

Fonte: Autoria propria

3.2.1 Viabilidade Celular

Desde o estabelecimento até o quinto més (T5), o descongelamento dos
criotubos do BCT foi feito deixando-os aproximadamente 40 minutos em gelo seco e
entdo em gelo, seguindo o que foi realizado para o BCM (PACHECO, 2013). A partir
do sexto més (T6) foi adotado o descongelamento rapido, no qual os criotubos
retirados do ultrafreezer foram postos em gelo seco somente para transporte e entao
foram incubados em banho de circulagdo a 37 °C, por cerca de dois minutos até
descongelarem completamente. A adocdo desse método teve como finalidade
aumentar a viabilidade das células, conforme descrito no ultimo paragrafo do item
2.4.1.

Apos o descongelamento de trés criotubos, uma diluicdo seriada de cada um
deles foi feita até 10, em microtubos (Figura 11). Inicialmente, 900 pL de meio de
cultura 2 xXYT foram adicionados a seis microtubos. Foram transferidos 100 puL do
criotubo para o primeiro microtubo, para compor a diluicdo 10, identificada como
“A”. Do microtubo “A” foram transferidos 100 pL para o “B”, referente a diluicdo 1072,

e assim sucessivamente até a diluicéio 107,
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100 L
Criotubo

100 L 100 gL 100 pL 100 pL

Criotubo 10-1 10-2 10-2 104 10-5

'\_.-"-"n B C D E_J.I
Y

900 pL de meio 2 x¥T

Figura 11 - Esquema de diluicdo seriada até 10® para viabilidade celular

Fonte: Autoria préopria

O plaqueamento foi feito para as trés Gltimas diluicdes, ou seja, 1073, 10,
10 em triplicata para cada um dos trés criotubos, totalizando 27 placas, conforme
esquema da Figura 12. As linhas referem-se as diluicées 103,10 10°, os nimeros

1, 2 e 3 aos cultivos e as letras A, B e C as triplicatas de cada cultivo.

104 104 104
1B 2B 3B

Figura 12 - Esquema de Placas de Petri para Viabilidade Celular

Fonte: Autoria propria

Para cada uma das diluicGes foi feito o espalhamento de 100 uL em cada
placa de Petri, que ao final foram incubadas a 37 °C (+/- 1 °C) por 20 a 24 horas.

A viabilidade celular é dada em UFC/mL. Para obté-la, foi selecionada a
diluicio com maior nimero de UFC contaveis e os calculos foram feitos para
transformar a média de UFC/placa para UFC/mL. Para isso, foram consideradas a
diluicdo e a converséao para 1 mL, de acordo com a equacao (3).
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3.2.2 Cinética de Crescimento

Para os testes de cinética de crescimento foram descongelados trés
criotubos do Banco de Células de Trabalho (BCT), diferentes dos utilizados para o
teste de viabilidade celular. O procedimento para o descongelamento foi modificado

a partir de T6, conforme explanado no item 3.2.1.

A trés erlenmeyers de 250 mL autoclavados foram adicionados 30 mL de
meio de cultura 2 xXYT e 60 pL de ampicilina 50 mg/mL. O volume completo de um
criotubo foi inoculado em cada um dos frascos. Os trés cultivos foram incubados a
37°C, 250 rpm, para acompanhamento do crescimento por medi¢gdo da densidade
optica a 600 nm (DOgsoonm) €M espectrofotdbmetro Thermo Scientific™ Genesys™
10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), até que se atingisse
DOgoonm entre 0,8 e 1,0.

A taxa especifica de crescimento (4, min™) foi calculada através da equagao

(5), apresentada no item 3.1.2.

3.2.3 Indugéo da Expressao da Enzima Taq DNA Polimerase

Apos atingirem DOggonm €ntre 0,8 e 1,0, foram transferidos 5 mL de cada um
dos cultivos para dois tubos Falcon de 50 mL, e entdo acrescidos de IPTG, para
concentracéo final de 1 mM. Os tubos Falcon foram incubados a 37°C, 250 rpm por

16 horas, a fim de que os cultivos fossem induzidos.

As amostras foram preparadas conforme descrito no item 3.1.3. No gel
foram aplicados: 20 pL do marcador de peso molecular Mark 12 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA); 12 uL da Tag DNA Polimerase (Roche, Basileia, Suica); 10 uL
de cada uma das amostras. Até o T2, a fonte de eletroforese foi configurada em 150
V e o tempo da corrida foi determinado por analise visual de quanto as amostras
migraram no gel, sendo que a corrida foi interrompida quando o corante azul estava
a aproximadamente 1 cm do final do gel. A partir do T2 a corrida foi ajustada para
260 minutos, 80 V, a fim de propiciar o espalhamento das bandas de proteina,
conforme discutido no item 2.5.2. Ao final, os géis foram corados com corante Sypro
Orange (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em &acido acético 7%, e fotografados
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em sistema de fotodocumentacdo UVP BioDoc-It® Imaging System (UVP, Upland,
CA, EUA).

3.2.4 Estabilidade Plasmidica

Inicialmente, no més do estabelecimento do BCT (TO) e no més seguinte
(T1), a determinacéo da estabilidade plasmidica foi feita com o método de Pacheco
(2013), utilizado para o BCM. A partir de T2 foi adotada a técnica Picking and
Patching colonies (KOENIG, 2003 e BISEN, 2014), que possibilita maior
repetitividade nos resultados por ser menos vulnerdvel a erros aleatérios de
procedimento, como os ocorridos na pipetagem. O capitulo Resultados e Discussao,
item 4.2.5, explicita como a adog¢&o do Picking and Patching colonies colaborou para
melhores determinacfes da estabilidade plasmidica.

Até o sexto més (T6) o teste foi feito a partir dos mesmos cultivos da cinética
de crescimento, que contém ampicilina. Adicionalmente, foi realizado antes e apés a
adicao de IPTG.

A partir de T7, a estabilidade plasmidica passou a ser realizada com trés
cultivos liquidos sem ampicilina, portanto, avaliando somente sem inducdo com
IPTG. Para tais cultivos, trés criotubos foram descongelados em banho de circulagcéo
a 37°C e inoculados, cada um em um erlenmeyer de 250 mL contendo 30 mL de
meio 2 XYT. Os frascos foram incubados a 37°C, 250 rpm, até o atingimento de
DOgoonm entre 0,8 e 1,0.

Em todos os meses, para cada um dos cultivos pos atingimento da DOgoonm
entre 0,8 e 1,0, foi feita uma diluicdo seriada até 10°, em microtubos, conforme a
Figura 13. Primeiramente adicionou-se 900 puL de meio de cultura 2 xYT a seis
microtubos. Do cultivo foram transferidos 100 puL para o primeiro microtubo, para
compor a diluicdo 10, identificada como “A”. Do microtubo “A” foram transferidos
100 L para o “B’, referente a diluicdo 10, e assim sucessivamente até a diluicdo
10°.
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Figura 13 - Esquema de diluicéo seriada até 10®

Fonte: Autoria propria

O plaqueamento foi feito para as trés Gltimas diluicdes, ou seja, 10, 107,
10, em triplicata para cada um dos trés criotubos, totalizando 27 placas, conforme a
Figura 14. As linhas referem-se as diluicdes 10™,10°,10°®, os nimeros 1, 2 e 3 aos
cultivos e as letras A, B e C as triplicatas de cada cultivo.

Nos tempos TO e T1, o plagueamento foi feito em placas com e sem

ampicilina, duplicando o ilustrado na Figura 14, completando 54 placas.

104 104 104
1B 2B 3B
10 108 10°
1B 2B 3B

Figura 14 - Esquema de Placas de Petri para Estabilidade Plasmidica

Fonte: Autoria propria

Para cada uma das diluicbes, foi feito o espalhamento de 100 pL em cada

placa de Petri, e todas foram incubadas a 37 °C por 20 a 24 horas.
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Nos meses TO e T1 a estabilidade plasmidica foi calculada diretamente a
partir do resultado do crescimento dessas placas, através da equacdo (4),

apresentada no item 2.6.2.
Picking and patching colonies

Para cada um dos cultivos, a partir de T2, foi selecionada uma placa com
mais de 50 UFC de cerca de 1 mm? cada uma, e distantes entre si o suficiente para
permitir a algada de uma por vez. Esta placa foi denominada Master. Foram
separadas trés placas de Petri contendo meio LB agar amp e trés placas de Petri
contendo meio LB agar, identificadas conforme a Figura 15. A cada uma delas foi

inserida na parte inferior uma grade com 50 espacos.

Cultivo
3
B amp

Figura 15 - Esquema para identificacdo das placas para picking and patching colonies

Fonte: Autoria préopria

Da placa Master, com um palito de dente estéril, foi coletada uma Unica
colénia, que foi transferida primeiramente para o espaco “1” da placa com ampicilina
(LB amp) e entdo para o espaco “1” da placa sem ampicilina (LB). Essa
transferéncia foi feita comprimindo suavemente o palito de dente sobre o espago “1”
de cada placa, de modo que a mesma colonia pudesse ser transferida para duas
placas. O procedimento foi repetido com uma segunda colénia da placa Master,
transferindo-a para o espaco “2” de cada uma das placas LB amp e LB, nessa
ordem. Essa técnica foi feita para as 50 coldnias e para as trés placas Master,
lembrando que cada placa Master se refere a um dos cultivos 1, 2 e 3. O esquema
da Figura 16 ilustra o picking and patching colonies. As placas foram incubadas em
estufa a 37 °C de 16 a 20 horas.
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Figura 16 - Esquema de realizagdo do picking and patching colonies

Fonte: Autoria propria

A estabilidade plasmidica foi calculada a partir da contagem de col6nias do
picking and patching colonies, de acordo com a equacao (4), apresentada no item

2.6.2.
Até o sexto més (T6), foi feita avaliagcdo da estabilidade plasmidica antes e

apos a adicdo do IPTG aos cultivos. Assim, apds a inducdo foram repetidos os
procedimentos descritos para diluicdo seriada, espalhamento em placa e picking and

patching colonies.

3.2.5 Extracéo e Dosagem do DNA plasmidial

Da mesma forma que no item 3.1.4, a extracdo do DNA plasmidial foi feita
seguindo o protocolo do kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN, 2015), e a leitura das
concentragbes plasmidiais foi realizada em espectrofotometro NanoVue Plus™
(Biochrom US, Holliston MA, EUA).



68

3.2.6 Andlise de Restricdo

As reacbes foram preparadas de acordo com as recomendacdes do
fabricante (New England BioLabs, Ipswich, MA, EUA, 2012) e conforme descrito no
item 3.1.5. No estudo de estabilidade foram feitas também reacdes para controle
negativo, nas quais todos os reagentes foram adicionados, exceto as enzimas de
restricdo. A configuracéo utilizada para a corrida de eletroforese foi de 80 V, por 90

minutos.

3.2.7 Avaliacao Plasmidial por PCR

A avaliacdo plasmidial foi realizada através de uma reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com iniciadores especificos para amplificar uma regido do
plasmideo pBioMTaq, o POL2000F e o POL2500R, cujas sequéncias de
nucleotideos estdo no Quadro 2 (PACHECO, 2013). Os numeros 2000 e 2500 dos
iniciadores sdo referentes a posi¢cdo, em pares de base, nas quais eles se anelam
ao plasmideo pBioMTaq. As letras F e R se referem a “forward” e a “reverse”,
respectivamente. Desse modo, espera-se que os fragmentos amplificados com
POL2000F e POL2500R possuam 500 pares de base.

Quadro 2 - Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores utilizados na avaliagdo plasmidial

Iniciador Sequéncia
POL2000F 5 CTACGGCATGTCGGCCCACCGCCTCTCCCA 3
POL2500R 5 TCACTCCTTGGCGGAGAGCCAGTCCTCCCCTAT 3’

Fonte: Pacheco (2013)

Na Tabela 2 (PACHECO, 2013) estdo os volumes utilizados para o preparo
das reacdes. Foram avaliados os plasmideos dos cultivos induzidos, previamente
extraidos por Minipreparagdo Plasmidial. No controle negativo n&o foi adicionado
DNA plasmidial.
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Tabela 2 - Reagentes necessarios para 1 PCR da avaliacdo plasmidial

Reagentes Volume - 1 reacgéo (pL)
Agua RNase Free 38,4
Tampéo 10 X PCR 5
25 mM MgCI2 4
10 mM dNTPs 1
100 uM POL2000F 0,2
100 uM POL2500R 0,2
Taq Roche 0,2
DNA plasmidial (200 ng/uL) 1

Fonte: Adaptado de Pacheco (2013)

O termociclador foi programado para aquecer a 94°C e permanecer nessa
temperatura por dois minutos para uma desnaturacao inicial, e a partir de entéo
realizar 35 ciclos, que ocorreram de acordo com o apresentado na Tabela 3. Ao final
da ciclagem os tubos foram resfriados a 4°C (PACHECO, 2013).

Tabela 3 - Programacéo de 35 ciclos no termociclador

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacéo 94°C 30 segundos
Anelamento 55°C 30 segundos
Alongamento 68°C 60 segundos

Fonte: Pacheco (2013)

Os tubos de reacédo foram retirados do termociclador e preparados com 5X
Tampdo de amostra para DNA (2,5 mg/mL de Orange G, 25% de glicerol estéril,
g.S.p. agua ultrapura). Os produtos da reacao foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,0%, utilizando o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA

Ladder. A corrida foi configurada em 80 V, por 90 minutos.
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3.3 BCT APLICADO EM PROCESSO PRODUTIVO DA TAQ DNA POLIMERASE

3.3.1Processo Produtivo

Seis meses apds o estabelecimento do BCT, o mesmo foi testado como
substrato para um processo fabril tipico do IBMP para producdo da Taq DNA

polimerase.

3.3.1.1 Pré-Inéculo

Para cultivar o pré-inéculo dois criotubos do BCT passaram por
descongelamento rapido de cerca de dois minutos em banho de circulagéo a 37 °C.
Em dois erlenmeyers de 250 mL autoclavados foram adicionados 30 mL de meio de
cultura 2 xYT e 60 pL de ampicilina 50 mg/mL. A cada um deles foi inoculado o
volume completo de um criotubo. Os dois cultivos foram incubados a 37°C, 250 rpm,
para acompanhamento do crescimento por medi¢cdo da densidade 6ptica a 600 nm
(DOsoonm) €em espectrofotometro BioPhotometer plus (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha), até que se atingisse DOgoponm entre 0,8 e 1,0. A taxa especifica de
crescimento (i, min™) foi calculada através da equacéo (5), apresentada no item
3.1.2.

Apbs o atingimento da DOgoonm €ntre 0,8 e 1,0 selecionou-se o cultivo com
maior taxa especifica de crescimento e dele foram feitas aliquotas de 500 pyL em
criotubos contendo 500 pL de glicerol 50%, em seguida congelados em banho de

gelo seco e etanol absoluto para posterior caracterizacao das células.

3.3.1.2 Cultura preparatoria

O cultivo selecionado foi diluido 1:10 em meio de cultura 2 xYT, sendo que
em um microtubo contendo em 90 pL do meio foram adicionados 10 pL do cultivo. A
cultura preparatéria a ser inoculada em biorreator Wave foi cultivada em cinco
erlenmeyers de 2 L autoclavados, acrescidos de 500 mL de meio de cultura 2 xYT e
1 mL de ampicilina 50 mg/mL. A cada um dos erlenmeyers foram inoculados 10 pL

do cultivo diluido. Os frascos foram incubados a 25°C, 60 rpm por 16 horas para ndo
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haver multiplicagcdo das células. ApOs esse periodo, foram incubados a 37°C, 175
rpm para acompanhamento do crescimento por medicdo da DOgyonm até estar entre
0,8e1,0.

3.3.1.3 Cultivo em biorreator

Quando os cinco cultivos de 2,5 L atingiram DOggonm entre 0,8 e 1,0 eles
foram inoculados em biorreator Wave contendo 22,5 L de meio de cultura 2 xYT e
ampicilina (100 pg/mL). O cultivo foi mantido a 37°C, 25 rpm, angulo de agitagcéo de
9° e aeracao de 0,4 L/min. Novamente fez-se o acompanhamento do crescimento
até DOgoonm €ntre 0,8 e 1,0.

Ao atingir a DOgoonm desejada, foram feitas aliquotas de 500 pL do cultivo em
12 criotubos contendo 500 pL de glicerol 50%, que foram congelados em banho de
gelo seco e etanol absoluto para posterior caracterizacdo das células. A cultura foi
acrescida de IPTG 1 mM, a agitacao foi alterada para 30 rpm e mantida por 16 horas
para a inducdo da expressao da enzima Taq.

Apbs o periodo de inducdo, a DOgoonm foi medida, 5 mL do cultivo foram
coletados, centrifugados, o sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano foi
congelado a -20°C para posterior caracterizacdo. Coletaram-se 100 mL do cultivo
para o teste de atividade do lisado clarificado (item 3.3.2) e 100 mL do cultivo para a
determinacao do peso seco (item 3.3.4).

Os 25 litros de cultivo foram retirados do biorreator e centrifugados a 6000 g,
4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a biomassa obtida foi
transferida para pacotes plasticos que foram entdo selados e pesados em balanca

de precisédo, para subsequente armazenamento em ultrafreezer a -80°C.

3.3.2 Caracterizacao das células

Os criotubos congelados provenientes das etapas de producdo acima
descritas foram caracterizados através dos mesmos testes realizados no estudo de
estabilidade a partir do T7 (i.e., viabilidade celular, estabilidade plasmidica, cinética
de crescimento, inducdo da expresséo, extragdao e dosagem do DNA plasmidial,

andlise de restricdo e avaliacdo plasmidial). Os pellets originados do cultivo pos-
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inducdo com IPTG foram utilizados para teste da inducdo da expressao, extracao e

dosagem do DNA plasmidial, analise de restricdo e avaliacédo plasmidial.

3.3.3Lisado clarificado

Os itens a seguir descrevem o procedimento para obtencdo do lisado
clarificado a partir do cultivo induzido em biorreator e o teste para verificacdo da

atividade da enzima Taq DNA polimerase nesse lisado.

3.3.3.1 Lise e clarificacdo das células

Esta etapa consistiu em tratar a amostra do cultivo induzido com tampdes
adequados, lisozima e alta temperatura a fim de lisar as células, realizando uma
purificacdo prévia para com esse lisado testar a atividade da enzima Tagq DNA
polimerase.

Os 100 mL do cultivo induzido em biorreator foram divididos em quatro tubos
com 25 mL em cada, dois deles identificados como “1” e dois como “2”. Os quatro
foram centrifugados a 4°C, por 15 minutos, 5000 g. O sobrenadante foi descartado e
o pellet bacteriano foi armazenado em freezer de -30°C a -15°C por duas horas. Em
seguida, um dos tubos “1” foi ressuspenso ao adicionar 1 mL de tampao A (Trizma
base 50 mM, D(+)Glicose Monohidratada 50 mM, EDTA 1 mM, HCI 25%, q.s.p. agua
ultrapura) e homogeneiza-lo em vortex. O conteudo foi transferido para o outro tubo
“1”, que também foi ressuspenso em vértex. O procedimento foi repetido com os
tubos “2”.

Adicionou-se 20 pL de lisozima 50 mg/mL em cada um dos tubos “1” e “27,
gue foram homogeneizados gentilmente com movimentos circulares e incubados por
15 minutos em temperatura ambiente. Entdo, 1 mL do tampéo B (Trizma base 10
mM, KCI 50 mM, EDTA 1 mM, Tween 20 0,5%, Nonidet P-40 0,5%, HCI 25%, qg.s.p.
agua ultrapura) foi adicionado ao tubo “1” e 1 mL do tampéo B ao tubo “2”. Apds
homogeneizar novamente, os tubos foram incubados por 45 minutos em banho de
circulacdo a 75°C. Passado o periodo de incubacdo, foram centrifugados por 30
minutos, 39800 g, 4°C. O sobrenadante foi testado quanto a atividade da enzima

Tag.
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3.3.3.2 Teste de atividade da enzima Taq

O teste verificou a atividade da enzima Taqg presente no lisado clarificado.
Para isso, fez-se uma PCR para a Taq polimerizar a fita simples de DNA M-13 na
presenca do iniciador M-13. A atividade foi observada em compara¢cdo com enzimas
Tag referéncia de duas empresas, a Roche, Basileia, Suica (ao longo do texto
abreviada como R) e a GE, Little Chalfont, Reino Unido.

As enzimas comerciais, inicialmente a 5 U/uL foram diluidas com tampéo de
diluicdo BSA (10X PCR Buffer 10%, BSA 10 pg/mL, g.s.p. 4gua RNase Free) para
0,5 U/uL, 0,05 U/uL, 0,03 U/uL e 0,01 U/uL. A Tabela 4 esquematiza como foram
feitas as diluicdes. Ja o lisado clarificado foi diluido em 1:10, 1:100, 1:200, 1:500,
1:1000, 1:10000 também com tampao de diluicdo BSA, conforme Tabela 5.

Tabela 4 - Diluic@o das enzimas referéncia Roche (R) e GE

Diluicéo u/uL Fator de Taq DNA Tampéo de
Diluicéo Polimerase Diluicdo BSA
R1/GE1 0,5 1:10 2 YL Roriginall GEoriginal 18 pL
R2/GE2 0,05 1:100 2 uL R1/GE1 18 pL
R3/GE3 0,03 1:167 2 UL R2/GE2 4L
R4/GE4 0,01 1:500 2 uL R3/GE3 8 uL

Fonte: IBMP, 2016.

Tabela 5 - Diluicdo das amostras A e B do lisado clarificado

Diluicéo Fator de Diluicdo  Lisado Clarificado Tampé&o de Diluicdo BSA
Al1/B1 1:10 2 WL Agrigina/Boriginal 18 pL
A2/B2 1:100 2 uL A1/B1 18 pL
A3/B3 1:200 5 pL A2/B2 5uL
A4/B4 1:500 2 pL A3/B3 8 uL
A5/B5 1:1000 2 UL A4/B4 18 pL
A6/B6 1:10000 2 pL A5/B5 18 pL

Fonte: IBMP, 2016.

Na Tabela 6 s&o apresentados os volumes utilizados para o preparo das

reacoes.
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Tabela 6 - Reagentes necessarios para uma reacdo do teste de atividade da enzima Taq no

lisado clarificado

Reagentes Volume - 1 reacéo (uL)
Agua RNase Free 14,2
10 X Tampao Teste de Atividade 2
25 mM MgCI2 1,2
10 mM dNTPs 0,1
1 UM Iniciador M13 2

Fonte: IBMP, 2016.

Um tubo para 22 reacdes foi preparado com os reagentes da Tabela 6 e 11
puL do DNA molde M-13 a 200 ng/uL. Esse tubo foi denominado Mastermix. Em 20
microtubos de PCR foram adicionados 20 pL de Mastermix, sendo dois microtubos
para controle negativo (CN), nos quais enzima Taqg nao foi adicionada. Nos demais
18 tubos adicionou-se 2 L de enzima das diluigdes realizadas, conforme esquema

da Figura 17.

@E)E)EEEE) (@)
Q.00
EEE)

Figura 17 - Esquema de identificac&do dos tubos de reacdo seguindo as diluicdes das enzimas,

onde R se refere a empresa Roche, GE a empresa de mesmo nome, CN é o controle negativo,
A e B sdo as amostras em teste. Os nameros se referem as diluicdes, seguindo o apresentado
na Tabela 4 e na Tabela 5

Fonte: IBMP, 2016.

Os tubos foram colocados no termociclador para a realizagédo da PCR. A
programacao utilizada foi a apresentada na Tabela 7 sendo realizado um Unico ciclo.

Ao final da ciclagem os tubos foram resfriados a 4°C (IBMP, 2016).
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Tabela 7 - Programacao do termociclador para teste de atividade de Taqg no lisado clarificado

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacéo 94°C 30 segundos
Anelamento 55°C 30 segundos
Alongamento 68°C 60 segundos

Fonte: IBMP, 2016

Os tubos de reacao foram retirados do termociclador e preparados com 10X
Tampao de amostra para DNA (5 mg/mL de Orange G, 50% de glicerol estéril, g.s.p.
agua ultrapura). Os produtos da reacao foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 0,75%, utilizando o marcador de peso molecular AMHindlll. A corrida foi

configurada em 100 V, 60 minutos.

3.3.4 Determinacéo do peso seco

Esse teste objetivou determinar o peso seco da biomassa obtida com a
fermentacao de 25 litros, a fim de comparar com os resultados anteriores do mesmo
processo e verificar se havia repetitividade.

Os 100 mL do cultivo induzido em biorreator foram divididos em quatro tubos
com 25 mL em cada, dois deles identificados como “A” e dois como “B”. Os tubos
foram centrifugados a 5000 g, 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e
os pellets foram ressuspensos em agua ultrapura, colocando 20 mL de agua em
cada tubo e homogeneizando-os em vértex.

Os tubos foram novamente centrifugados a 5.000 g, 4°C por 15 minutos.
Descartou-se o0 sobrenadante e foram adicionados 5 mL de agua ultrapura a um dos
tubos “A”, que foi homogeneizado em vortex. O conteudo desse tubo “A” foi
transferido para o outro “A”, sendo em seguida também vortexado para completa
ressuspensdo. Procedeu-se da mesma forma para os tubos “B”. O peso seco e a
porcentagem de umidade das amostras foram determinados em analisador halégeno
de umidade HB 43-S Halogen (Mettler Toledo, Columbus, OH, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTABELECIMENTO DO BANCO DE CELULAS DE TRABALHO

4.1.1 Abertura do Banco de Células Mestre

Da Figura 18 a Figura 21 sao apresentadas as colbnias bacterianas crescidas

a partir da inoculacéo dos diferentes volumes de cultivo ao meio de cultura LB agar
amp: 5 pL, 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL, 50 pL e 100 pL.

Figura 18 - Coldnias crescidas a partir da inoculacéo de 5 pL e 10 pL de cultivo

Fonte: Autoria propria

Figura 19 - Colénias crescidas a partir da inoculagédo de 20 pL e 30 pL de cultivo
Fonte: Autoria propria
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Figura 20 - Colénias crescidas a partir da inoculacéo de 40 pL e 50 pL de cultivo

Fonte: Autoria propria

Figura 21 - Coldnias crescidas a partir da inoculacé@o de 100 pL de cultivo

Fonte: Autoria propria

Escolheu-se a placa inoculada com 5 L de cultura, pois pela analise visual foi

ela que apresentou colbnias mais distantes entre si.

4.1.2 Cinética de crescimento dos clones do BCM

Os resultados das medi¢cdes de DOgoonm durante o acompanhamento do
crescimento sdo apresentados na Tabela 8 e no Grafico 5. Os clones 3 e 4 atingiram
DOgoonm de 0,8 a 1,0 em menor tempo, sendo assim candidatos a compor o BCT.
Entretanto, os demais clones continuaram a ser submetidos aos outros testes a fim

de escolher um dos clones com base no conjunto dos resultados.
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Tabela 8 - Cinética de crescimento dos clones avaliados para o BCT. Os valores mostrados

sdo de densidade éptica a 600 nm (DOgoonm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3h 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
5h 0,001 0,006 0,009 0,007 0,004 0,002 0,005 0,004 0,004 0,004
7h 0,010 0,035 0,055 0,041 0,025 0,015 0,032 0,020 0,018 0,024
9h 0,075 0,200 0,265 0,227 0,163 0,099 0,186 0,124 0,102 0,148
105h 0,238 0,477 0,581 0,530 0,394 0,282 0,446 0,326 0,284 0,363
11 h 0,314 0,598 0,740 0,655 0,512 0,380 0,566 0,434 0,386 0,466
11,25h 0,371 0,673 0,805 0,746 0,580 0,433 0,618 0,484 0,436 0,523
115h 0,423 0,741 0,910 0,812 0,643 0,487 0,672 0,550 0,483 0,582
11,75h 0,479 0,800 - - 0,708 0,540 0,743 0,592 0,531 0,633
12,25h 0,609 0,989 - - 0,888 0,690 0,915 0,726 0,648 0,770
Fonte: Autoria propria
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Gréafico 5 - Cinética de crescimento dos clones avaliados

Fonte: Autoria propria
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As taxas especificas de crescimento microbiano médias (i, min™®) foram
calculadas somente para os clones que atingiram DOgoonm Superior a 0,7 durante o
acompanhamento do crescimento e sdo apresentadas no Gréafico 6. O clone que

apresentou maior W foi 0 3, destacando-se dos demais.

0,0420
0.0418
0.0416
0.0414

—.0,0412 -

£ 0.0410 -

20,0408
0.0406 -
0.0404 -
0.0402 -
0,0400 -

0,0417

0,0413 0,0413 0,0413

Clone 2 Clone 3 Clone 4 Clone & Clone 7 Clone 8 Clane 10

Grafico 6 - Taxas especificas de crescimento microbiano dos clones avaliados, com barras de

erro padrao

Fonte: Autoria propria

4.1.3 Inducéo da Expressédo da enzima Tag DNA Polimerase

A Figura 22 apresenta o resultado da expresséo dos clones 3, 4, 2, 7 e 6,
expondo os nao induzidos e induzidos com 1 mM e 2 mM de IPTG. Na primeira
coluna foi aplicado o marcador de peso molecular Mark 12 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), seguido da Taqg DNA Polimerase Referéncia, clones nado induzidos (NI),
amostra referéncia induzida (Prol), clones induzidos com 1 mM de IPTG (I1) e clones
induzidos com 2 mM de IPTG (I2). A altura da banda referente a Tag esta assinalada

com uma seta vermelha.
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Figura 22 - Resultado da inducdo da expressdo dos clones avaliados, ndo induzidos e
induzidos com 1 mM e 2 mM de IPTG

Fonte: Autoria préopria

A Figura 23 apresenta o resultado da inducdo da expressao dos clones 3, 4,
2, 7 e 6, ndo induzidos e induzidos com 3 mM de IPTG. O marcador de peso
molecular Mark 12 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi aplicado na primeira coluna,
seguido da Tag DNA Polimerase Referéncia (Roche, Basileia, Suica), amostra
referéncia induzida (Prol), clones néo induzidos (NI) e clones induzidos com 3 mM

de IPTG (I13). A seta vermelha assinala a altura da banda referente a Tagq.
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kDa  Mark 12 FT{z? Prol  3NI 4Nl 2NI 7Nl 6NI 313

Figura 23 - Resultado da inducdo da expressdo dos clones avaliados, n&o induzidos e
induzidos com 3 mM de IPTG

Fonte: Autoria préopria

A Figura 24 apresenta o resultado da inducédo da expressao dos clones 8, 9
e 1, ndo induzidos e induzidos com 1 mM, 2 mM e 3 mM de IPTG. Na primeira
coluna foi aplicado o marcador de peso molecular Mark 12 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), seguido da Tag DNA Polimerase Referéncia (Roche, Basileia, Suica), amostra
referéncia ndo induzida (ProNI), amostra referéncia induzida (Prol), clones nao
induzidos (NI), clones induzidos com 1 mM de IPTG (I1), clones induzidos com 2 mM
de IPTG (12) e clones induzidos com 3 mM de IPTG (I3). A altura da banda referente

a Taq esté assinalada com uma seta vermelha.
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Mark 12 Tag ProNI Prol 8NI  9NI 81
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Figura 24 - Resultado da inducdo da expressdo dos clones avaliados, ndo induzidos e
induzidos com 1 mM, 2 mM e 3 mM de IPTG

Fonte: Autoria préopria

Foi demonstrado que todos os clones induzidos apresentaram a banda de
95 kDa referente a enzima Taq, ausente nos clones néo induzidos, o que comprova
a identidade do banco e sua qualificacdo para o fim proposto. Além disso, a variacao
na concentracdo de IPTG nao evidenciou mudanca na expressao. Os clones entre Si
apresentaram resultado muito similar, ndo sendo distinguivel qual expressou mais a
Tag. Assim, optou-se por fazer a extracdo de dosagem do DNA plasmidial somente

das amostras induzidas a 1 mM de IPTG.

4.1.4 Extragao e Dosagem do DNA Plasmidial

O Grafico 7 apresenta a dosagem plasmidial dos clones avaliados. Os
plasmideos extraidos de todos eles tiveram concentracdo superior a 100 ng/uL. O
clone 2 teve maior concentracao plasmidial dentre os clones avaliados, entretanto,
nao foi adequado para compor o BCT devido a sua baixa taxa especifica de
crescimento. De acordo com o teste de Grubbs (1969), com nivel de significancia
0,05, ndo ha nenhum outlier entre as concentracdes plasmidiais obtidas dos

diferentes clones.
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Grafico 7 - Concentracéo plasmidial dos clones avaliados, com barras de erro padrao

Fonte: Autoria propria

4.1.5 Andlise de Restricao

A Figura 25 apresenta o resultado da digestdo dos plasmideos previamente
extraidos dos clones avaliados, por minipreparacdo plasmidial. Em todos eles houve
clivagem adequada, pois as bandas sdo de mesmo tamanho das obtidas pela
clivagem do pBioMTaq referéncia, identificado como “Ref’. O plasmideo pBioMTaq
possui 7043 pb e o0 gene que codifica para a Taqg tem 2507pb (Figura 2). Como as
enzimas EcoRI e Xbal clivam nas extremidades do gene da Taq, resultam dois
fragmentos, um de 2507 pb, e outro de 4536 pb, referente a regido complementar.
Os plasmideos que nao foram completamente digeridos ficam linearizados e

aparecem na altura de 7043 pb.
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Figura 25 - Resultado da analise de restricdo do plasmideo pBioMTaq com as enzimas EcoRl e
Xbal

Fonte: Autoria propria

4.1.6 Selecédo do clone para compor o BCT

Quanto a cinética de crescimento, os clones que primeiro atingiram DOgoonm
de 0,8 a 1,0 foram 0 3 e 0 4, nessa ordem. O clone 3 atingiu maior taxa especifica
de crescimento. Na inducdo da expressdo da enzima Tag DNA Polimerase, o gel de
eletroforese mostra que todos os clones expressaram a enzima, mas, nao é possivel
distinguir visualmente quais expressaram mais. De acordo com o Teste de Grubbs
(1969), com nivel de significancia 0,05, ndo ha diferenca significativa entre as
concentracbes plasmidiais obtidas dos diferentes clones. Assim, a dosagem
plasmidial foi satisfatoria, porém nao auxilia no processo de selecdo do clone para
compor o BCT. Por fim, na analise de restricdo todos os clones foram clivados
corretamente, o que indica que as sequéncias de nucleotideos que flanqueiam o
gene estdo corretas para os clones avaliados. Com isso, o clone 3 foi eleito para

compor o BCT, sendo que o critério decisivo para isso foi a cinética de crescimento.

4.1.7 Cultura Preparatoria para Congelamento do BCT

O acompanhamento do crescimento do clone 3 para cultura preparatéria do
BCT apresentou resultado adequado, atingindo DOgoonm €ntre 0,8 e 1,0 apds 6 horas

de cultivo, conforme o Grafico 8. A taxa especifica de crescimento (u) foi de
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0,0423/min. A p ideal seria 0,05/min (QIAGEN, 2009). Como a u obtida foi maior que

0,04/min, é considerada satisfatoria.

Tempo (h)

Grafico 8 - Cinética de crescimento do clone 3 para cultura preparatéria

Fonte: Autoria préopria

4.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE DO BANCO DE CELULAS DE TRABALHO
4.2.1 Viabilidade Celular

O Grafico 9 apresenta os valores de viabilidade celular de todos os cultivos
ao longo dos meses.

Desde o estabelecimento (TO) até o quinto més (T5) a viabilidade
apresentou-se oscilante e aproximando-se do limiar de aceitacdo, pois metade das
medicdes resultou em uma ordem de grandeza de 10° UFC/mL.

A partir do sexto més (T6) foi adotado o método de descongelamento celular
rapido, descrito no item 3.2.1, objetivando causar menos danos as células e com
iIsso aumentar sua viabilidade, conforme explanado no item 2.4.1. Desde entdo a
viabilidade celular se manteve superior a 10’ UFC/mL. Com isso, infere-se que o
novo metodo contribuiu positivamente para a reativacdo, metabolismo e reproducéo

das células.
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Grafico 9 - Viabilidade celular ao longo do estudo de estabilidade, com barras de erro padréo

Fonte: Autoria propria

O Grafico 10 apresenta o numero médio de unidades formadoras de colonia
(UFC) crescidas para a triplicata de cultivos avaliada em cada més do estudo de
estabilidade. Por motivos operacionais, fez-se somente a contagem até 1000 UFC.
Houve uma flutuagéo na quantidade de UFC entre os cultivos avaliados. Entretanto,
em relacdo as diluicbes os resultados sdo coerentes, pois na maioria dos cultivos,
diluindo de 107 para 10™ ou de 10 para 10 ha uma queda de aproximadamente

10 vezes no nimero de UFC crescidas.
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Grafico 10 - Nomero médio de UFC crescidas para a triplicata de cultivos avaliada em cada
més

Fonte: Autoria propria

O fato de as col6nias crescerem em placas de Petri com meio de cultura LB
agar acrescido de ampicilina comprova a identidade e a pureza das células, visto
gue o plasmideo possui em sua sequéncia um gene que Ihe confere resisténcia a
ampicilina, e somente as células que contém o plasmideo séo aptas a crescer nesse
meio de cultura. A viabilidade celular se manteve superior ao minimo aceitavel (1,0 x
10° UFC/mL) em todos os meses do estudo de estabilidade, o que comprova que as
células permanecem com capacidade de realizar seu metabolismo e se reproduzir,

assim sendo adequadas para uso no processo produtivo da enzima Tag.
4.2.2 Cinética de Crescimento

Ao longo dos 10 meses de estudo de estabilidade, o tempo para atingimento
da densidade oOptica a 600 nm de 0,8 a 1,0 se manteve entre 6 e 7 horas. Algumas
curvas de crescimento sédo apresentadas do Grafico 11 ao Grafico 14. O Grafico 11
apresenta a curva para a avaliacdo de T2, o Grafico 12 a de T6, o Grafico 13 a de
T10 e o Gréfico 14 a juncado das curvas de crescimento da triplicata de cultivos de
cada més de estudo, lembrando que em TO e T1 os testes ainda ndo eram feitos em
triplicata. No APENDICE A - sdo apresentados os Gréaficos das curvas de

crescimento de todos 0os meses avaliados.
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Grafico 11 - Curva de crescimento de T2

Fonte: Autoria propria
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Grafico 12 - Curva de crescimento de T6

Fonte: Autoria préopria
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Grafico 13 - Curva de crescimento de T10

Fonte: Autoria propria
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Grafico 14 - Curvas de Crescimento de TO a T10

Fonte: Autoria propria

A taxa especifica de crescimento foi superior a 0,04 min™ para a triplicata de
cultivos em todos os meses (Grafico 15). O teste de Grubbs (1969), com nivel de
significancia 0,05, foi aplicado sobre todas as velocidades especificas de
crescimento, de TO a T10, e apontou somente um valor outlier, o 0,0440 min™,
referente a um dos cultivos do décimo més de estudo e sinalizado em vermelho no
Grafico 15. Tais resultados asseguram a homogeneidade e a repetitividade do
crescimento das células. Como os cultivos crescem em meio 2 xXYT acrescido de

ampicilina, tem-se também a comprovacéao da identidade e da pureza das células.
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Grafico 15 - Taxas Especificas de Crescimento de TO a T10, com barras de erro padréo

Fonte: Autoria propria
4.2.3 Inducéo da Expressédo da enzima Taq DNA Polimerase

A Figura 26 apresenta o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida,
com o marcador de peso molecular Mark 12 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), uma
enzima Tag DNA Polimerase referéncia, produzida no IBMP e ja purificada, e as
amostras da triplicata de cultivos avaliados no sexto més do estudo de estabilidade
(T6). As setas vermelhas sinalizam a altura da banda referente a enzima Tag, com
aproximadamente 95 kDa. Cada cultivo da triplicata, 1, 2 e 3, foi avaliado em sua
forma ndo induzida (NI) e induzida (I) e em duplicata para cada uma das formas. No
T6, e em todos os demais meses do estudo de estabilidade, os cultivos acrescidos
de 1 mM de IPTG expressaram a enzima Taq DNA Polimerase, enquanto nos
cultivos sem IPTG houve auséncia de expressdo. Esse resultado revela a
qualificacdo das células para o fim proposto e assegura sua identidade, pois
somente as que possuem o plasmideo pBioMTaqg em seu interior tém a capacidade

de expressar a enzima Tag quando acrescidas de IPTG.
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Figura 26 - Resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida para inducdo da expresséo da
enzima Taq DNA Polimerase

Fonte: Autoria préopria

4.2.4Extracdo e Dosagem do DNA Plasmidial

Todas as concentracdes plasmidiais obtidas foram superiores a 100 ng/uL,
portanto adequadas para utilizacdo nos testes posteriores de avaliagdo da
estabilidade do BCT e no processo produtivo. A dosagem plasmidial média ao longo

dos 10 meses de estudo de estabilidade foi de 338 ng/uL.

Ao aplicar o teste de Grubbs (1969) para as concentracdes obtidas, somente
duas dentre as 59 avaliadas foram consideradas outliers, 126 ng/uL no Tl e 673
ng/uL em um dos cultivos de T7. No Gréfico 16 e no Gréfico 17 os resultados estdo

expostos excluindo os dois outliers.
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Grafico 16 - Concentracdes plasmidiais de TO a T5, com barras de erro padréo

Fonte: Autoria propria
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Grafico 17 - Concentragdes plasmidiais de T6 a T10, com barras de erro padrao

Fonte: Autoria prépria

4.2 5 Estabilidade Plasmidica

O Gréfico 18 mostra o numero de UFC crescidas a partir dos cultivos sem
inducdo com IPTG. A contagem é feita somente até 1000 UFC por motivos
operacionais. Vale lembrar que em TO e T1 o plaqueamento foi feito em LB agar e
LB agar amp, calculando a estabilidade plasmidica diretamente desse resultado,
sem o picking and patching colonies. Além disso, do T7 em diante os trés cultivos
liguidos avaliados foram crescidos em meio de cultura 2 xYT sem acréscimo de

ampicilina.
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Apesar das flutuagdes nos valores de UFC obtidos de um cultivo para outro,
em relacao as diluicdes os resultados sdo coerentes, pois ao diluir 10 vezes (de 10
para 10° ou de 10° para 10°) ha uma respectiva queda de aproximadamente 10

vezes no numero de UFC.
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Grafico 18 - Numero de UFC crescidas a partir dos cultivos sem indu¢do com IPTG

Fonte: Autoria propria

O Gréfico 19 apresenta o numero de UFC crescidas a partir dos cultivos pés-
inducdo com IPTG, até o T6, visto que apds esse més o estudo foi modificado,
conforme citado anteriormente. As flutuagdes nos valores de UFC obtidos de um
cultivo para outro sdo maiores que nos cultivos sem inducdo (Grafico 18). Isso
provavelmente € devido a prépria adicdo de IPTG ao meio (CHAVES et al, 1999) e
as 16 horas de inducdo, que acontecem depois de o cultivo ter atingido DOgoonm
entre 0,8 e 1,0, ou seja, as 16 horas se iniciam na fase exponencial e seguem para
as fases estacionaria e de declinio. O cultivo nessas fases finais possui células
antigas, sem boa capacidade metabdlica, e células mortas, fazendo com que, ao
serem espalhadas em placas de Petri com meio LB, resultem em crescimento de
UFC sem padrao definido. Quanto as diluicbes, os resultados permanecem
relativamente coerentes, havendo diminuicdo de cerca de 10 vezes na quantidade
de UFC crescidas ao diluir de 10 para 10 ou de 10 para 10°°.



95

1000
Q
5
> 100
=]
o
g 10 - - 1:10000
=2 1:100000
1 _ _ 1:1000000
O M 2 o — N[O | _|N ™ N M (N N ™
- |
5757 |22/2/2/2/2/2/2/2 22222228
= = 3 3|3|3/63 333386863303
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

Grafico 19 - Nimero de UFC crescidas a partir dos cultivos pds-inducédo com IPTG

Fonte: Autoria préopria

A estabilidade plasmidica foi calculada de acordo com a equacao (4),
apresentada no item 2.6.2. A Tabela 9 apresenta os resultados dos tempos TO e T1,
calculados diretamente a partir das UFC crescidas nas placas dos cultivos, sem o

picking and patching colonies.

Tabela 9 - Estabilidade plasmidicaem TOe T1

TO T1
Pré-inducédo com IPTG 91,2% 94,2%
Pé6s-indugcdo com IPTG 112,7% 110,4%

Fonte: Autoria propria

Os resultados foram satisfatérios, pois a estabilidade plasmidica foi superior
a 85% tanto antes quanto apds a inducdo com IPTG, nos dois meses avaliados. A
estabilidade plasmidica ideal é de 100%, ou seja, na placa com ampicilina deve
crescer 0 mesmo numero de coldnias da placa sem ampicilina. Pois, na placa sem
ampicilina todas as bactérias sdo aptas a crescer, tanto as resistentes a ampicilina
guanto as nao resistentes. E, na placa com ampicilina crescem somente as bactérias
gue permanecem com o plasmideo em seu interior, visto que nele ha uma sequéncia
genética que confere resisténcia a ampicilina. Assim, o crescimento de igual nimero
de colbénias em uma e outra placa indicam que todas elas possuem o plasmideo
pBioMTaq. O crescimento de mais colonias na placa sem ampicilina que na placa
com ampicilina indica que houve perda plasmidial, resultando em porcentagem
inferior a 100%. De acordo com PACHECO (2013), estabilidades plasmidicas
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superiores a 85% sao consideradas satisfatorias. Entretanto, porcentagens que
ultrapassam 100% séo devidas ao maior numero de UFCs crescidas na placa com
ampicilina em relacdo a sem ampicilina, o que, conforme explanado, € um resultado
fora do esperado. A seguir sdo apresentadas algumas possiveis causas para esse
acontecimento:

- Diferentes lotes de meio de cultura. Os lotes de LB agar e de LB agar amp
sao distintos e ha a possibilidade de que o LB agar amp estivesse mais propicio ao
crescimento bacteriano, ou o LB agar menos propicio, devido a forma como foram
preparados, ou seja, composicao, qualidade dos reagentes, entre outros fatores.

- Imprecisdo na pipetagem do cultivo na placa. A pipetagem realizada
inadequadamente, por erro de operador ou falta de calibracdo da micropipeta, pode
levar a aspiracéo e dispensa de volumes diferentes do ajustado. Com isso, a placa
LB agar amp pode ter recebido mais colbnias que a LB agar.

- Falta de homogeneidade na cultura pipetada. O cultivo original passou por
uma diluicdo seriada antes de ser plaqueado. Os microtubos contendo o cultivo
diluido possuem numero muito menor de células que o frasco original, e, para que
em duas pipetagens distintas com mesmo volume ajustado seja aspirada uma
guantidade relativamente igual de células, € necessario que a cultura esteja
completamente homogénea. Isso pode nao ter acontecido, ja que as células
precipitam, e pode ter sido pipetado um maior nimero de bactérias no meio LB agar
amp que no LB agar. Além disso, outros fatores relacionados a execucdo do
procedimento podem ter ocasionado esse resultado.

A partir do segundo més (T2), o método para determinacdo da estabilidade
plasmidica foi alterado com o propésito de obter resultados mais coerentes e
repetitivos. A técnica picking and patching colonies adotada (descrita no item 3.2.4)
se mostrou menos vulneravel a erros aleatérios de procedimento. Desde entéo,
houve crescimento das 50 colonias transferidas para as duas placas, LB agar amp e
LB agar, em todos os cultivos da triplicata de todos os meses subsequentes do
estudo. A Figura 27 apresenta o resultado do sétimo més de estudo, com o
crescimento de 50 UFC em ambas as placas LB agar, com e sem ampicilina, sendo

gue esse resultado foi 0 mesmo para todos os demais meses, de T2 a T10.
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Figura 27 — Crescimento de 50 UFC em ambas as placas LB agar com e sem ampicilina.

Fonte: Autoria propria

Assim, o célculo passou a ser 0 exposto na equagéo (9):

50 UFC crescidas em LB amp

Estabilidade Plasmidica (%) = 50 UEC crescidas em LB

100 (9)

Com isso, a estabilidade plasmidica de T2 a T10 se manteve em 100%,
indicando que o plasmideo pBioMTag permanece estavel no interior das células e
com boa capacidade de replicacéo.

4.2.6 Andlise de Restricdo

A Figura 28 é o resultado da analise de restricdo do nono més (T9) do
estudo de estabilidade, sendo que para os demais meses obteve-se 0 mesmo
resultado. Utiliza-se o marcador de peso molecular AM/Hindlll; as quatro primeiras
amostras aplicadas no gel de agarose sdo os plasmideos tratados com EcoRI e
Xbal. Na Figura 28, “P” se refere ao plasmideo referéncia e “1”, “2”, “3” aos
plasmideos extraidos dos respectivos cultivos (triplicata do estudo de estabilidade).
As quatro ultimas amostras aplicadas sdo o0s controles negativos do plasmideo
referéncia (“CNP”) e dos plasmideos extraidos dos cultivos (“CN1”, “CN2”, “CN3”). A
digestédo dos plasmideos com as endonucleases EcoRI e Xbal resultou na liberacdo
dos dois fragmentos esperados: um de 2507 pb, referente ao gene que codifica a
BioMTaq, e outro de 4536 pb, referente a regido complementar (Figura 2). Os

plasmideos que nao foram completamente digeridos ficam linearizados e aparecem



98

com 7043 pb. Nos controles negativos as bandas na altura de 4500 pb evidenciam o
DNA plasmidial super enovelado.

Durante os 10 meses de estudo de estabilidade, os plasmideos foram
corretamente clivados pelas enzimas de restricdo, comprovando que as sequéncias
flanqueadoras do gene que expressa a enzima Taq estdo integras e que o

plasmideo permanece com seu tamanho original.

CNP CN1 CN2 CN3

Figura 28 - Resultado da andlise de restricdo dos plasmideos pBioMTaq

Fonte: Autoria prépria

4.2.7 Avaliacao Plasmidial por PCR

A Figura 29 apresenta o resultado da eletroforese em gel de agarose do
nono més do estudo de estabilidade, sendo que nos demais meses o resultado foi
igualmente satisfatorio. Utiliza-se o marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA
Ladder. Na Figura 29, “1”, “2” e “3” sdo os produtos da amplificacdo dos plasmideos
extraidos dos cultivos induzidos 1, 2 e 3; e “CN” é o controle negativo da reacdo. Ao
longo dos 10 meses do estudo de estabilidade, a reacdo em cadeia da polimerase
apresentou repetibilidade nos resultados, pois em todos os testes ocorreu a correta
amplificacdo do fragmento de 500 pares de base do plasmideo pBioMTag, com o
uso dos iniciadores POL2000F e o POL2500R. Assim, demonstra-se que o
plasmideo se mantém integro e estavel, com sequéncias compativeis com sua

construcgéo original.
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Figura 29 - Resultado da Avaliagdo Plasmidial

Fonte: Autoria préopria

4.3 BCT APLICADO EM PROCESSO PRODUTIVO DA TAQ DNA POLIMERASE

4.3.1 Processo Produtivo

Nos itens a seguir sdo apresentados 0s resultados do processo de
fermentacao da enzima Tag DNA Polimerase utilizando como substrato o BCT.

4.3.1.1 Pré-in6culo
O crescimento bacteriano do pré-indculo foi acompanhado através de uma

cinética, por medicao da DOegoonm, € 0S resultados sdo apresentados na Tabela 10 e

no Gréfico 20.
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Tabela 10 - Crescimento dos dois cultivos avaliados para pré-inéculo

DOGOOnm
Tempo (h) Cultivol  Cultivo 2
0 0,020 0,012
2 0,100 0,085
3 0,209 0,189
4 0,449 0,424
4,2 0,486 0,469
4,5 0,601 0,586
4,7 0,652 0,641
5 0,817 0,774
52 0,883 0,859
Fonte: Autoria propria
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Gréfico 20 - Curva de crescimento dos dois cultivos avaliados para pré-indculo

Fonte: Autoria propria

As velocidades especificas de crescimento da duplicata de cultivos estdo
expostas na Tabela 11. Em relagcdo aos resultados do estabelecimento e estudo de
estabilidade do BCT, a DOgoonm entre 0,8 e 1,0 do pré-indculo foi atingida mais
rapidamente e as velocidades especificas de crescimento foram superiores. 1Sso
pode ter ocorrido devido: a alteracdo no modelo da incubadora utilizada, que pode
ter promovido maior estabilidade na temperatura; ao lote do meio de cultura e/ou a

outros fatores relacionados as condi¢fes de cultivo.
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Tabela 11 - Taxas especificas de crescimento do pré-indculo

Cultivo 1 Cultivo 2
i (min™) 0,0452 0,0443

Fonte: Autoria propria

O cultivo 1 foi escolhido para ser utilizado como indculo para a cultura
preparatéria devido ao fato de ter atingido a DOgoonm €ntre 0,8 e 1,0 em menor tempo

e por ter apresentado taxa especifica de crescimento superior ao cultivo 2.

4.3.1.2 Crescimento da cultura preparatoria

De acordo com o procedimento operacional padrdo do IBMP, para que o
crescimento da cultura preparatéria seja considerado satisfatério, o atingimento da
DOgoonm €ntre 0,8 e 1,0 deve ocorrer em até 9 horas de cultivo (IBMP, 2016). A
Tabela 12 e o Gréfico 21 apresentam o crescimento dos cinco cultivos da cultura
preparatéria, sendo que o tempo para atingir a DOgoonm desejada variou de 7 horas a
7 horas e 20 minutos, sendo, portanto, satisfatorio.

Tabela 12 - Densidades 6pticas a 600 nm da cultura preparatéria

DOGOOnm
Tempo (h) Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3 Cultivo4 Cultivo 5
0 0,000 0,000 0,002 0,000 0,002
4 0,028 0,034 0,044 0,034 0,023
4,7 0,066 0,081 0,096 0,081 0,056
5,3 0,146 0,178 0,200 0,174 0,134
6 0,323 0,438 0,443 0,377 0,286
6,7 0,647 0,692 0,765 0,629 0,584
7 0,773 0,858 0,941 0,804 0,708
7,2 0,842 - - - 0,793
7,3 - - - - 0,855

Fonte: Autoria propria
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Gréfico 21 - Curvas de crescimento dos cultivos da cultura preparatéria

Fonte: Autoria propria

4.3.1.3 Crescimento em biorreator Wave

O cultivo de 25 litros em biorreator teve seu crescimento acompanhado
através da medicao da DOgoonm. O tempo para atingir a densidade Optica equivalente
a fase exponencial do crescimento foi de 2 horas e 30 minutos, conforme
evidenciado na Tabela 13. Esse tempo condiz com o esperado, de acordo com
resultados anteriormente obtidos no IBMP em processos fermentativos has mesmas
condicbes (IBMP, 2016).

Tabela 13 - Acompanhamento da densidade 6ptica a 600nm do cultivo em biorreator

Tempo (h) DOsoonm

0 0,120
2 0,706
2,25 0,769
2,5 0,873

Fonte: Autoria propria

A DOgoonm da cultura ao término do periodo de 16 horas de inducdo da

expressao da enzima Taq com IPTG foi de 3,27. A Tabela 14 apresenta a pesagem
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dos pacotes plasticos contendo biomassa. Os resultados condizem com o0s
previamente obtidos em fermentacdes de 25 litros sob as mesmas condi¢cdes, no
IBMP (IBMP, 2016).

Tabela 14 - Pesagem dos pacotes plasticos contendo biomassa

Pacote 1 Pacote 2 Pacote 3
Massa (g) 32,3 33,0 31,4

Fonte: Autoria propria

4.3.2 Caracterizacao das células

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados da caracterizacdo das

células do BCT durante as etapas do processo fermentativo fabril tipico do IBMP.
4.3.2.1 Viabilidade Celular

O Grafico 22 apresenta os valores de viabilidade celular da triplicata de
cultivos provenientes do pré-inéculo e do cultivo em biorreator. Obteve-se viabilidade
celular superior ao minimo aceitavel (1,0 x 10® UFC/mL) para todos os cultivos
avaliados, comprovando que as células permanecem com capacidade de realizar
seu metabolismo e se reproduzir. Conforme exposto no item 4.2.1, o resultado
satisfatorio do teste de viabilidade celular confirma a identidade e a pureza das

células.
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Grafico 22 - Viabilidade celular da triplicata de cultivos provenientes do pré-inéculo e do

cultivo em biorreator, com barras de erro padrao

Fonte: Autoria propria

O Grafico 23 apresenta o numero meédio de unidades formadoras de colbnia
(UFC) crescidas para a triplicata de cultivos provenientes do pré-inéculo e do cultivo
em biorreator. A contagem é feita somente até 1000 UFC por motivos operacionais.
Nota-se que a quantidade de UFC crescidas é muito similar entre a triplicata de
cultivos, e que praticamente n&o varia entre os provindos do pré-inéculo e do cultivo
em biorreator. Além disso, em relacdo as diluicdes os resultados também sédo
coerentes, pois, diluindo de 10 para 10® ou de 10™ para 10° ha uma queda de

aproximadamente 10 vezes no numero de UFC.
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Grafico 23 - Numero médio de UFC crescidas no teste de viabilidade celular na triplicata de

cultivos provenientes do pré-inéculo e do cultivo em biorreator

Fonte: Autoria propria

4.3.2.2 Estabilidade Plasmidica

O Gréfico 24 mostra o numero de UFC crescidas da triplicata de cultivos

provenientes do pré-indculo e do cultivo em biorreator. Por motivos operacionais,
faz-se somente a contagem até 1000 UFC. Apesar das flutuacdes nos valores de

UFC obtidos de um cultivo para outro, em relacdo as diluicbes os resultados séo

coerentes, pois ao diluir 10 vezes (de 10 para 10®° ou de 10 para 10°) ha uma

respectiva queda de aproximadamente 10 vezes no numero de UFC.
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Grafico 24 - Numero médio de UFC crescidas no teste de estabilidade plasmidica na triplicata
de cultivos provenientes do pré-inéculo e do cultivo em biorreator
Fonte: Autoria préopria

ApGs o picking and patching colonies, a estabilidade plasmidica é calculada
de acordo com a equacéo (9), apresentada no item 4.2.5. Houve crescimento das 50
colonias transferidas para as duas placas - LB agar e LB agar amp - em todos os
cultivos avaliados, resultando em estabilidade plasmidica de 100%. Com isso, infere-
se que o plasmideo pBioMTag se mantém estavel no interior das células e com boa

capacidade de replicacéo.

4.3.2.3 Cinética de Crescimento

O Grafico 25 e o Gréafico 26 apresentam as curvas de crescimento das
triplicatas de cultivos provenientes dos criotubos congelados apés o atingimento da
DOgoonm €ntre 0,8 e 1,0 do pré-in6culo e do cultivo em biorreator, respectivamente.
Em ambos, o crescimento se deu em 6 horas e 30 minutos, condizendo com 0s

resultados obtidos mensalmente no estudo de estabilidade do BCT.
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Grafico 25 - Curva de crescimento da triplicata de cultivos provenientes do pré-indculo

Fonte: Autoria propria
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Gréfico 26 - Curva de crescimento da triplicata de cultivos provenientes do cultivo em

biorreator

Fonte: Autoria préopria
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A Tabela 15 mostra as velocidades especificas de crescimento obtidas.
Como todas foram superiores a 0,04 min™, sdo consideradas satisfatérias (QIAGEN,
2009).

Tabela 15 - Velocidades especificas de crescimento da triplicata de cultivos provenientes do

pré-inéculo e do cultivo em biorreator, em min™

p (min™)
Cultivol Cultivo2 Cultivo 3
Pré-In6culo 0,0414 0,0420 0,0413

Cultivo em Biorreator 0,0421 0,0418 0,0421

Fonte: Autoria prépria

4.3.2.4 Inducgéo da expressao da enzima Taq DNA Polimerase

Em todas as etapas em que foram avaliados, os cultivos que foram
acrescidos de 1 mM de IPTG expressaram a enzima Tag DNA Polimerase, ja nos
cultivos sem esse acréscimo houve auséncia de expressao.

A Figura 30 e a Figura 31 apresentam os resultados da eletroforese em gel
de poliacrilamida da etapa do pré-in6éculo e em biorreator pré-inducdo com IPTG,
respectivamente. O marcador de peso molecular Mark 12 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) foi aplicado na primeira coluna, seguido da enzima Taq DNA Polimerase
referéncia, ja purificada, e das amostras da triplicata de cultivos provenientes do pré-
in6culo. As setas vermelhas sinalizam a altura da banda referente a enzima Taq,
com aproximadamente 95 kDa. Os cultivos foram avaliados antes (NI) e apés a
adicao de IPTG (I) e em duplicata.
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Figura 30 - Resultado da inducé@o da expressao da enzima Taq DNA Polimerase na etapa Pré-
In6culo

Fonte: Autoria propria
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Figura 31 - Resultado da inducdo da expressédo da enzima Tag DNA Polimerase na etapa do
cultivo em biorreator pré-inducdo com IPTG

Fonte: Autoria préopria

A Figura 32 apresenta o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida
da etapa em biorreator pés-inducdo com IPTG, com adequada expresséo da enzima
Tag DNA Polimerase. O marcador de peso molecular Mark 12 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) foi aplicado na primeira coluna, seguido da enzima Taq referéncia, ja
purificada, e das amostras do cultivo. A seta vermelha sinaliza a altura da banda

referente a enzima Taq, com aproximadamente 95 kDa.
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Figura 32 - Resultado da inducdo da expressédo da enzima Tag DNA Polimerase na etapa do
cultivo em biorreator pés-inducdo com IPTG

Fonte: Autoria propria

4.3.2.5 Extracdo e Dosagem do DNA Plasmidial

O Gréafico 27 apresenta as concentracdes plasmidiais da triplicata de cultivos
provenientes do pré-inéculo e dos cultivos em biorreator antes e apés a indugdo com
IPTG. De acordo com o teste de Grubbs (1969), com nivel de significancia 0,05, ndo
h& nenhum outlier entre as concentracdes plasmidiais. Todas foram superiores a
100 ng/uL, valor definido como minimo aceitavel. As concentracfes do DNA
plasmidial da etapa pds-inducdo com IPTG em biorreator foram menores que as
demais provavelmente devido as distintas condicbes de cultivo. Apesar disso,

permanecem superiores ao minimo aceitavel e, portanto, satisfatorias.
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Grafico 27 - Dosagem do DNA plasmidial da triplicata de cultivos provenientes do pré-inéculo e
dos cultivos em biorreator antes e pés-inducdo com IPTG, com barras de erro padréo

Fonte: Autoria propria

4.3.2.6 Andlise de Restricao

A Figura 33 é o resultado da andlise de restricdo da triplicata proveniente do
cultivo em biorreator antes da adicdo de IPTG, sendo que para o pré-indculo e para
o cultivo induzido em biorreator os resultados obtidos foram os mesmos. Utiliza-se o
marcador de peso molecular AMHindlll; as quatro primeiras amostras aplicadas no gel
de agarose sdo os plasmideos tratados com EcoRI e Xbal. Na Figura 33, “P” se
refere ao plasmideo referéncia e “17, “2”, “3” aos plasmideos extraidos dos
respectivos cultivos. As quatro Ultimas amostras aplicadas sdo o0s controles
negativos do plasmideo referéncia (“CNP”) e dos plasmideos extraidos dos cultivos
(“CN1”, “CN2”, “CN3”). Como as endonucleases EcoRl e Xbal clivam nas
extremidades do gene da Taq, resultam em dois fragmentos, um de 2507 pb,
referente ao gene que codifica a BioMTaq, e outro de 4536 pb, referente a regiao
complementar (Figura 2). Assim, o resultado foi satisfatério e confirma que as
sequéncias flanqueadoras do gene de interesse estdo integras e que o plasmideo
permanece com seu tamanho original.
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Figura 33 - Resultado da analise de restricdo dos plasmideos pBioMTaq da triplicata

proveniente do cultivo em biorreator pré-inducéo

Fonte: Autoria préopria

4.3.2.7 Avaliacdo Plasmidial

A Figura 34 apresenta o resultado da eletroforese em gel de agarose da
etapa pré-inéculo, com o marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder; “17, “2”
e “3” sdo os produtos da amplificacdo dos plasmideos extraidos dos cultivos
induzidos 1, 2 e 3; e “CN” é o controle negativo da reagdo. O fragmento de 500
pares de base do plasmideo pBioMTagq foi corretamente amplificado com o uso dos
iniciadores POL2000F e o POL2500R, evidenciando que 0 mesmo se mantém
integro e estavel.

Os resultados obtidos a partir das células coletadas nas etapas do cultivo em
biorreator antes e apés a indug¢do com IPTG sédo apresentados na Figura 35 e Figura

36, respectivamente.
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Figura 34 - Resultado da avaliacao plasmidial da triplicata de cultivos da etapa do pré-inéculo

Fonte: Autoria préopria
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Figura 35 - Resultado da avaliacdo plasmidial da triplicata de cultivos da etapa em biorreator
pré-inducdo com IPTG

Fonte: Autoria préopria
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Figura 36 - Resultado da avaliacdo plasmidial da triplicata de cultivos da etapa de fermentacéo
em biorreator pés-indugao com IPTG

Fonte: Autoria propria
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4 .3.3 Lisado clarificado

A Figura 37 mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose da PCR
realizada para testar a atividade da enzima Taq DNA polimerase no lisado
clarificado. Na figura, CN sdo os controles negativos; R2 é a enzima Taq do
fabricante Roche diluida a 0,05 U/uL; R3 é a Taq Roche a 0,03 U/uL; R4 é a Taq
Roche a 0,01 U/uL; Al a A6 sédo as amostras do lisado clarificado, diluidas em 1:10,
1:100, 1:200, 1:500, 1:1000 e 1:10000, respectivamente; B1 a B6 tem identificacao
analoga a de Al a A6; GE2 é a enzima Taq do fabricante GE diluida a 0,05 U/uL;
GE3 é a Taqg GE a 0,03 U/uL; GE4 é a Taq GE a 0,01 U/pL.

Houve adequada amplificacdo do fragmento de 7250 pb, referente a simples
fita do DNA molde M-13, nas amostras menos diluidas tanto das enzimas referéncia
Roche (R2 e R3) e GE (GE2) quanto do lisado clarificado (Al, A2 e B1, B2). As
demais amplificacdes sao distintas devido as amostras estarem mais diluidas e ao
fato de ter ocorrido um Unico ciclo de amplificacdo. O resultado condiz com o
esperado, que é a visualizacdo do arraste da amplificacdo desde 2322 pb (QIAGEN,
2009).

p

221200

9416
6557 Sl H

4361+ »

B E R B e e m B e e
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Figura 37 - Resultado do teste de atividade da Taq DNA polimerase no lisado clarificado.

Fonte: IBMP, 2016

4.3.4 Determinacao do Peso Seco

A Tabela 16 apresenta os resultados da determinacdo do peso seco da
biomassa obtida do processo fermentativo da enzima Tag DNA polimerase. O peso
amido inicial, umidade, peso seco final e contetdo seco sao valores fornecidos pelo

analisador halégeno de umidade. O peso seco total é calculado considerando que o
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peso seco obtido é referente aos 50 mL de cultivo amostrados do total de 25 litros. O

peso seco por litro, por conseguinte, calcula-se pela divisdo do peso seco total pelos

25 litros de cultivo.

Tabela 16 - Resultado da determinacéo do peso seco da biomassa

AmostraA AmostraB

Média

Peso umido (g) 5,385 5,328
Umidade (%) 99,48 99,12
Peso seco (g) 0,028 0,048
Conteudo seco (%) 0,52 0,90

Peso seco total (g) 14 24
Peso seco/litro 0,56 0,96

5,357
99,30
0,038
0,71
19
0,76

Fonte: IBMP, 2016

Os valores condizem com o esperado, de acordo com

resultados

anteriormente obtidos no IBMP em processos fermentativos nas mesmas condi¢des

(IBMP, 2016).
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5 CONCLUSOES

Realizou-se o estabelecimento de um processo para geracdo de banco de
células de trabalho (BCT) eficiente para a producdo da enzima Taq DNA polimerase
no IBMP. Tal estabelecimento consistiu em testes para selecionar um dentre 10
clones do banco de células mestre (BCM) para compor o BCT. Os testes utilizados
foram cinética de crescimento, inducdo da expressdo da enzima Taq, extracao e
dosagem do DNA plasmidial, e analise de restricdo. Na cinética de crescimento 0s
clones apresentaram maior distingdo entre si, sendo que o clone 3 se destacou dos
demais pela maior taxa especifica de crescimento e pelo menor tempo para
atingimento de DOgoonm €ntre 0,8 e 1,0. Todos os clones avaliados expressaram a
enzima Taq DNA Polimerase quando induzidos com IPTG e tiveram concentracao
plasmidial proxima a 300 ng/uL. A analise de restrigdo comprovou que os clones
possuem o plasmideo com estabilidade em sua constru¢do génica. Assim, o clone 3
foi eleito para compor o BCT, tendo como critério decisivo a cinética de crescimento.
A partir da cultura preparatéria do clone trés foram congelados 100 criotubos de
BCT.

O estudo de estabilidade contemplou 10 avaliagdes realizadas més a més
gue comprovaram que o banco de células de trabalho se mantém estavel e
indicaram que é viavel a sua utilizacdo pelo setor de producdo do IBMP para
fabricacdo da enzima Taq DNA Polimerase. Em todos os meses de estudo:

- A viabilidade celular foi superior a 1,0 x 10° UFC/mL, mostrando que as
células permanecem com capacidade de realizar seu metabolismo e reproducéo.

- O tempo para atingimento da densidade oOptica a 600 nm de 0,8 a 1,0 se
manteve entre 6 e 7 horas. A taxa especifica de crescimento foi superior a 0,04 min™
para a triplicata de cultivos. Tais resultados asseguram a homogeneidade e a
repetitividade do crescimento das células.

- Os cultivos acrescidos de 1 mM de IPTG expressaram a enzima Taq DNA
Polimerase, revelando a qualificagdo das células para o fim proposto.

- A estabilidade plasmidica foi superior a 90%, sendo que ap0s a alteracéo
de método a partir do segundo més (T2), a estabilidade plasmidica passou a ser de

100% em todos 0s meses subsequentes e em todos os cultivos avaliados. Esse
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resultado indica que o plasmideo pBioMTagq se mantém estavel no interior das
células e com capacidade de replicacdo satisfatoria.

- As concentractes plasmidiais obtidas foram superiores a 100 ng/uL, por
isso adequadas ao processo produtivo do IBMP, e a média ao longo dos 10 meses
de avaliacdo de estabilidade foi de 338 ng/uL.

- Os plasmideos foram corretamente clivados pelas enzimas de restricao,
comprovando que as sequéncias flanqueadoras do gene que expressa a enzima
Taq estdo integras e que o plasmideo permanece com seu tamanho original.

- Na PCR ocorreu a correta amplificacdo do fragmento de 500 pares de base
do plasmideo pBioMTag, com o uso dos iniciadores POL2000F e o POL2500R.
Assim, foi demonstrado que esse segmento do plasmideo se mantém integro e
estavel, com sequéncias compativeis com sua construcao.

A identidade e a pureza do BCT s&o confirmadas nos testes de viabilidade
celular e cinética de crescimento ao cultivar as células em meio de cultura acrescido
de ampicilina, visto que o plasmideo possui em sua sequéncia um gene que lhe
confere resisténcia a ampicilina, e somente as células que o contém sdo aptas a
crescer nesse meio de cultura.

A utilizacdo do BCT como substrato para um processo fabril tipico do IBMP
de producédo da Tagq DNA polimerase apresentou sucesso em todas as etapas em
que foi avaliada. As células do pré-inéculo atingiram a densidade Optica de interesse
mais rapidamente e as velocidades especificas de crescimento foram superiores em
relacdo aos resultados do estabelecimento e estudo de estabilidade do BCT. A
massa em gramas de biomassa obtida ao término da fermentacédo foi condizente
com as previamente obtidas em fermentacdes de 25 litros sob as mesmas
condicdes. A caracterizacdo das células provenientes das etapas do processo exibiu
resultados satisfatorios em todos os testes realizados. Destarte, aumenta-se a
seguranca na afirmacédo de que o BCT é apto a ser utilizado no processo produtivo e
gue prové resultados promissores.

O presente BCT foi um protétipo para o estabelecimento de um novo BCT,
em conformidade com as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), a ser efetivamente
usado para a producao comercial da enzima Tag DNA Polimerase pelo IBMP. Foram
sugeridas e implementadas alteragbes de métodos ao longo das avaliagbes, que

possibilitaram a otimizacdo e padronizacdo de procedimentos, com obtencdo de
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melhores resultados, conforme discutido ao longo da secdo 4.2. Ao avaliar
mensalmente foi obtida uma base de dados bastante relevante para futuras
comparagoes.

Para o novo BCT a ser estabelecido em BPF, sugere-se realizar o estudo de
estabilidade de longa durag&o, com 24 meses, conforme preconizado pela ANVISA
na RDC n° 45 (BRASIL, 2012). Como principal vantagem de se fabricar produtos
biotecnolégicos como a enzima Tag DNA polimerase a partir de um banco de
células, tem-se que todas as células nele contidas provém de um mesmo clone, 0

gue permite que a fabricacdo tenha homogeneidade e reprodutibilidade.
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APENDICE A - Curvas de Crescimento do Estudo de Estabilidade do BCT
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Gréfico 28 - Curva de crescimento do cultivo de TO
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Grafico 29 - Curva de crescimento do cultivo de T1

Fonte: Autoria propria
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Grafico 30 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T2

Fonte: Autoria propria
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Grafico 31 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T3

Fonte: Autoria prépria
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Grafico 32 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T4

Fonte: Autoria propria
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Grafico 33 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T5

Fonte: Autoria prépria
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Grafico 34 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T6

Fonte: Autoria propria
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Grafico 35 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T7

Fonte: Autoria prépria
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Grafico 36 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T8

Fonte: Autoria propria
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Grafico 37 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T9

Fonte: Autoria prépria
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Grafico 38 - Curvas de crescimento da triplicata de cultivos de T10

Fonte: Autoria propria
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