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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Gabriela dos Santos Esteves

A leptospirose € uma das zoonoses mais difundidas pelo mundo de acordo com a
OMS. No Brasil, nos ultimos 10 anos foram notificados 42.891 casos e 3.762 foram a
obito. Os casos de leptospirose vém aumentando ao longo dos anos e nesse sentido,
nosso grupo vem trabalhando com as proteinas da familia Lig (Leptospiral
immunoglobulin-like) visando sua utilizagdo como ferramenta para diagnostico e como
candidatas ao desenvolvimento de uma vacina de subunidade recombinante. Em
2007, nosso grupo demonstrou o potencial da regido nao idéntica de LigA (LigANI)
como candidata vacinal, ja que foi capaz de proteger 67-100% dos animais contra
desafio letal. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi otimizar a expressao em cultivo
de alta densidade e estabelecer as metodologias para obtencdo da proteina
recombinante LigANI com alto grau de pureza e homogeneidade e além disso,
determinar as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas da proteina LigANI, uma vez
que estas informacgdes sao fundamentais para o desenvolvimento de um produto com
aplicacao bioterapéutica. Para tal, realizamos o aumento de escala em biorreator de
80 mL para 2 litros de cultivo e obtivemos 1058 mg de LigANI/L de cultivo. A proteina
foi purificada utilizando trés passos de cromatografia: afinidade por ions metalicos
(IMAC), gel filtracdo (GF) e troca ibnica (IEX) e o rendimento total do processo foi de
219,52 mg de LigANl/litro de cultivo com uma pureza de 99,70 + 0,24%. Os dados
experimentais confirmaram a massa molecular de 66,9 kDa, ponto isoelétrico de 6,94
e estrutura secundaria composta predominante por folha 3. A proteina LigANI
demonstrou a capacidade de aderir a diferentes proteinas de matriz extracelular e ser
antigénica frente a soros de pacientes com leptospirose. Além disso, foi demonstrada
a reatividade cruzada entre a proteina LigANI de Leptospiras patogénicas de
diferentes sorovares a partir de soro hiperimune anti-LigANI de Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni. Os dados de estabilidade demonstraram que a proteina se
manteve estavel por 120 dias quando armazenada a -80°C e liofilizada por 120
dias. Diante do conjunto de dados, demonstramos a viabilidade técnica do uso da
proteina LigANI como uma candidata no desenvolvimento de uma vacina contra
Leptospirose humana e veterinaria.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Gabriela dos Santos Esteves

Leptospirosis is one of the most common zoonoses in the world according to WHO
and the number of leptospirosis cases have been increasing over the years. In Brazil,
42,891 cases have been reported in the last 10 years, and 3,762 have died. Our group
has been working with Leptospiral immunoglobulin-like proteins as diagnostic and
subunit vaccine candidate and in 2007, we demonstrated the potential of the non-
identical LigA region (LigANI) as a vaccine candidate, as it was able to protect 67-
100% of the animals against lethal challenge. Thus, the aim of this work was to
establish the methodologies to obtain the recombinant LigANI protein with a high
degree of purity and homogeneity and to determine the physico-chemical and
biological characteristics of the LigANI protein, since these informations are essencial
for the development of a product with biotherapeutic application. So, we performed the
scale up from 80 mL bioreactor to 2 liters of culture and obtained 1058 mg of LigANI
per liter of culture. The protein was purified using three chromatographic steps:
immobilized metal affinity chromatography (IMAC), gel filtration (GF) and ion exchange
(IEX) and the total yield of the process was 219.52 mg of LigANI per liter of culture with
a purity of 99.70 £ 0.24%. The experimental data confirmed the molecular mass of 66.9
kDa, isoelectric point of 6.94 and secondary structure formed mostly by B sheet
structure. The LigANI protein bound to different extracellular matrix proteins and was
antigenic against sera from patients with leptospirosis. It also demonstrated cross-
reactivity with of other pathogenic Leptospiras as hyperimmune serum of anti-LigANI
of Leptospira interrogans serovar Copenhageni recognized LigANI from different
serovars. Stability data showed that the protein remained stable when stored at -80°C
and lyophilized for 120 days. In summary, we demonstrated the technical feasibility of
LigANI protein as a candidate in the development of a vaccine against human and
veterinary Leptospirosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Revisao Bibliografica
1.1.1 Vacinas

As vacinas sao produtos biolégicos com capacidade profilatica capaz de
proteger individuos contra determinadas doencas. Essas s&o constituidas por
agentes patdgenos (virus ou bactérias que causam doencgas, fragmentos desses
agentes) previamente atenuados, inativados ou por fragmentos desses agentes.
As vacinas tem a fungdo de estimular uma resposta imunoldgica no organismo
hospedeiro, que passa a desenvolver protegdo contra o patdogeno através da
producdo de resposta imune efetora. A maioria das vacinas disponiveis
comercialmente sao atenuadas, inativadas (ou compostas de micro-organismos
inativados) e de subunidade (fragmentos proteicos de agentes infeciosos). As
vacinas atenuadas tendem a mimetizar uma infec¢cado natural, visto que os
agentes atenuados replicam-se no hospedeiro, induzindo resposta humoral e
celular, as quais conferem protegcédo duradoura, geralmente com uma unica dose
vacinal. As vacinas atenuadas, disponiveis no mercado foram obtidas através da
reversdo da viruléncia através de passagens seriadas entretanto, os
mecanismos de atenuacao sao pouco conhecidos e um risco associado com
uma potencial reversdo para um fendtipo virulento ndo pode ser descartado
(Nascimento e Leite, 2012). Os organismos atenuados sdo muito eficazes como
vacinas porque contém os trés principais elementos necessarios para uma
potente indugdo imune: (1) antigeno alvo para respostas de memoria, (2)
padrdes moleculares associadas ao patdgeno para estimulagdo da imunidade
inata (isto &, efeitos adjuvantes) e (3) entrega eficiente resultante da invasividade
natural do organismo (Ulmer et al., 2006). Como exemplo de vacinas atenuadas,
temos: Febre Amarela, Sarampo, Catapora, Rubéola, Pdlio oral e BCG. Contudo,
atualmente algumas vacinas atenuadas em desenvolvimento ja utilizam
ferramentas genéticas para mutacdo e/ou delecdo de regides especificas
relacionadas aos genes de viruléncia para o processo de obtencdo da
atenuagao. Um exemplo que podemos destacar € uma vacina contra Zika que
esta sendo desenvolvida baseada em um virus atenuado por manipulagao

genética (Shan et al., 2017).



As vacinas inativadas e de subunidade sao mais seguras, entretanto sao
menos eficazes quanto a capacidade de induzir uma resposta protetora e de
longa duragdo quando comparadas as vacinas atenuadas. Estas sdo capazes
de induzir uma resposta robusta baseada em anticorpos, mas a resposta imune
celular ndo é potente, sendo necessaria a formulagdo com adjuvantes a fim de
potencializa-la. Como exemplos de vacinas inativadas e de subunidade temos:
Poliomielite Salk (injetavel), Hepatite A, Coqueluche (célula inteira e acelular),

Difteria e Tétano (Dellagostin et al., 2016).

1.1.1.1 Vacinas recombinantes

As vacinas recombinantes podem ser de subunidade as quais sao
compostas por um ou varios antigenos que devem ser capazes de induzir
imunidade contra o patégeno de interesse, ou as vetorizadas, que sdo antigenos
vacinais expressos em vetores de expressao bacterianos ou virais (Nascimento
e Leite, 2012). Os principais direcionadores para o desenvolvimento de proteinas
de subunidade recombinantes é substituir as vacinas ja existentes por vacinas
menos reatogénicas, mais seguras e com antigenos caracterizados, protecao de
maior espectro (multiplos sorotipos, exemplo, N. meningitidis B — Bexsero)
(Ulmer et al., 2006; Wang et al., 2016).

Um dos maiores desafios desta tecnologia consiste em desenvolver
vacinas que promovam a resposta imune desejada, capaz de conferirimunidade
contra patégenos e especialmente contra aqueles que estabelecem infecgbes
crénicas e prolongadas. As vacinas recombinantes de subunidade induzem
imunidade protetora sem o risco de efeitos colaterais ou reagdes causadas por
outros microorganismos, e sdo conhecidas por induzir resposta imune do tipo T-
helper 2, predominantemente, € uma resposta pouco potente ou ausente do tipo
T-helper 1. Diferencas no tipo de imunidade produzida por vacinas
recombinantes sdo observadas e podem ser influenciadas por diferengas nas
formulagdes vacinais, rota de imunizagcéo, enovelamento correto e modificagcdes
pos-traducionais do antigeno (Wang et al., 2016; Dellagostin et al., 2016).

As vacinas recombinantes evitam algumas das maiores preocupagdes
com relagdo as vacinas produzidas atualmente, tais como o risco de co-
purificacdo de contaminantes indesejados e a reversédo da toxidade nos casos

das vacinas baseadas em toxodides, quando consideradas as vacinas para
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difteria e tétano, por exemplo. Dentre as vacinas recombinantes atualmente
licenciadas para uso humano estdo: Hepatite B, HPV e Influenza (Flublok —
Protein Science), Neisseria meningitis B (Bexsero - GSK). A vacina contra
Hepatite B (ENGERIX®-B), comercializada pela empresa Glaxo Smithkline, se
baseia na expressdo do antigeno de superficie B (HBsAg) em leveduras. O
HBsAg se organiza em virus-like particles (VLPs), que sao extremamente
imunogénicas, tornando esta vacina altamente eficaz. A levedura secreta o
HBsAg o que facilita a purificagcdo e além disso tem a maquinaria celular
eucariotica necessaria para glicosilagdo do antigeno (Nascimento e Leite, 2012).
Um exemplo mais recente de vacina recombinante desenvolvida para humanos
é a vacina contra o HPV. No mercado brasileiro, existem duas vacinas
disponiveis para HPV, desenvolvidas baseadas em VLPs derivadas dos subtipos
HPV-6, -11, -16 e/ ou -18, sdo elas GARDASIL® produzida pela Merck e a
CERVARIX®, produzida pela Glaxo Smithkline (somente subtipos 16 e 18). Estas
vacinas usam proteinas recombinantes L1 de cada subtipo viral, produzidas em
levedura e células de inseto, sendo a proteina L1 a principal proteina do
capsideo viral e sua expressao in vitro resulta na formagao de VLPs (Nascimento
e Leite, 2012).

Ao contrario da area humana, no mercado veterinario sdo encontradas
diversas vacinas recombinantes disponiveis (tabela 1), mas devemos levar em
consideragao que o desenvolvimento de vacinas veterinarias oferece algumas
vantagens, principalmente em relagcdo a velocidade do licenciamento por
questdes regulatérias mais flexiveis quando comparamos com area de
desenvolvimento de vacinas humanas, a qual deve atender um grande numero
de exigéncias regulatérias (por exemplo: seguranca e eficacia). Outro fator
importante que deve ser levado em consideracdo no desenvolvimento de
vacinas veterinarias para animais de produc¢ao € a viabilidade econémica, devido

a curta expectativa de vida desses animais.



Tabela 1. Sele¢ao de vacinas recombinantes veterinarias comerciais

Vacina Espécie Animal Patégeno Tipo de Vacina Fabricante
EURIFEL FelV Gatos Virus da Leucemia Felina Vetorizada Merial
PUREVAX Feline Rabies Gatos Virus da Raiva Vetorizada Merial
Gavac Gado Carrapato de boi Subunidade Heber Biotec
TickGUARD Gado Carrapato de boi Subunidade Fort Dodge
RECOMBITEK rDistemper Caes Virus da Cinomose Canina Vetorizada Merial
Leish-Tec Caes Leishmaniose visceral canina Subunidade Hertape
PUREVAX Ferret Furdes Virus da Cinomose Canina Vetorizada Merial
Distemper Apex-IHN Peixes Virus da necrose hematopoética infecciosa DNA Novartis
ProtegFlu TE Cavalos Virus influensa e toxina tetanica Vetorizada Merial
PROTEQ-FLU/RECOMBITEK  Cavalos Virus influensa Vetorizada Merial
RECOMBITEK Equine WNV Cavalos Virus do oeste do Nilo Vetorizada Merial
West Nike-innovator DNA Cavalos Virus do oeste do Nilo DNA Fort Dodge
Innovax RLT Aves domésticas Virus da laringotraqueite infecciosa Vetorizada Merck
Trovac-AHHS Aves domésticas Gripe aviaria Vetorizada Merial
Vanoitek HVT + IBD Aves domésticas Virus da Doenga de Marek. Vetorizada Merial
Vectormune FND Aves domésticas Doenca de Newcastle Vetorizada Biomune
Raboral Guaxinins e Coiotes Virus da Raiva Vetorizada Merial
HIDATIL EG95 Cabras e ovelhas Hidatidose (Echinococcus granulosus) Subunidade Tecnovax
Bayovac CSF E2 suinos Virus da peste suina classica Vetorizada Bayer

P. Cincument suinos Circovirose Suina Subunidade Intervet
PleuroStaer APP suinos Pleuropneumonia suina (Actinobacillus pleuropneumoniae) Subunidade Novartis
Poncilis APP suinos Pleuropneumonia suina (Actinobacillus pleuropneumoniae) Subunidade Intervet
Poncilis Pesti suinos Virus da peste suina classica Vetorizada Intervet
PRO-VAC Circomasser suinos Circovirose Suina Subunidade Vencofarma
Suvarym PCV2 suinos Circovirose Suina Vetorizada Fort Dodge

Fonte: Dellagostin et al., 2016



Embora tenhamos vérias vacinas veterinarias e biofarmacos baseados em
proteinas recombinantes (como por exemplo: Horménio de crescimento humano (GH),
Asparaginase, Interferon a e Insulina) produzidos em E. coli, at¢ o momento ha
somente uma vacina, que foi desenvolvida para Hepatite E (HEV 239) e licenciada
para humanos utilizando esta plataforma de expressao (Li et al., 2015). Entretanto,
existem varias iniciativas para desenvolvimento de vacinas contra diversas doencgas
utilizando esta plataforma, como por exemplo: Leptospirose humana e veterinaria,
Malaria, Chikungunya, Zika virus, Dengue e Encefalite japonesa (Alves et al., 2016;
Khan et al., 2012; Mathias et al., 2012; Salavatifar et al., 2015; Yang et al., 2017).

1.1.2 Leptospirose

A leptospirose € uma doenca causada por bactérias espiroquetas, que
apresentam didametro aproximado de 0,1 ym e comprimento variando de 6 a 20 pym
(Cameron 2015; Evangelista e Coburn, 2010; Fraga et al., 2011; Ko et al., 2009). O
envelope celular é caracteristico de bactérias Gram-negativas, com presencga de
membrana externa, espacgo periplasmatico e lipopolissacarideo (LPS), e também de
bactérias gram-positivas, com a associagcdo de uma espessa camada de
peptidoglicano a membrana interna da bactéria. Assim como outras espiroquetas, as
leptospiras possuem dois endoflagelos ancorados no espacgo periplasmatico, que sao
responsaveis por sua intensa motilidade (Bharti et al., 2003; Cameron, 2015; Fraga et
al., 2011). A sua forma caracteristica de gancho ou ponto de interrogacéo a difere das
demais espiroquetas (Cameron 2015; Evangelista e Coburn, 2010; Fraga et al., 2011;
Ko et al., 2009).

Leptospiras pertencem ao género Leptospira, familia Leptospiraceae, ordem
Spirochaetales (Adler e de la Pefia Moctezuma, 2010). A atual classificagcdo das
espécies é baseada na relacdo genética e indica a existéncia de 22 espécies
diferentes, dentre estas 15 sdo patogénicas e intermediarias e 7 espécies néao
infecciosas ou saprofiticas. As espécies s&o, ainda, categorizadas em mais de 300
sorovares de acordo com a presenga ou auséncia de aglutinacéo frente aos soros
heterdlogos. Os sorovares antigenicamente relacionados sdo classificados em
sorogrupos (Evangelista e Coburn, 2010; Ko et al., 2009; Levett, 2015). A classificagéo
soroldgica das espécies leva em consideragao a heterogeneidade estrutural do LPS.
As diferencas estruturais no carboidrato A do LPS determinam a diversidade

antigénica entre os inumeros sorovares. Tal classificacdo ndo apresenta relagéo
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taxonémica, de modo que um sorovar pode estar relacionado a diferentes espécies.
No entanto, a classificagdo sorologica € extremamente util no diagnéstico laboratorial
inicial da leptospirose e em estudos epidemioldgicos (Evangelista e Coburn, 2010;
Fraga et al., 2011; Levett, 2015). Entre as espécies patogénicas que constituem os
principais agentes da leptospirose humana e animal, estdo: L. interrogans, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilli, L. kirschneri and L. alexanderi
(Evangelista e Coburn, 2010). A espécie empregada no presente estudo foi L.
interrogans sorovar Copenhageni, pertencente ao sorogrupo Icteronaemorrhagiae e é
o principal agente causador da leptospirose urbana no Brasil (Faria et al., 2008; Ko et
al., 1999; Oliveira et al., 2017).

A infeccao por Leptospiras em humanos ocorre a partir de contato direto com a
urina de animais infectados ou indiretamente com agua, comida e solo contaminados
(Ko et al.,, 1999; Palaniappan et al., 2004). O contato indireto & importante para
trabalhadores com atividades em redes de esgotos, mineradores, limpadores de
caixas-d’agua e praticantes de esportes aquaticos, por exemplo. A infecgado por
contato direto se destaca como responsavel pela maior parte dos casos de doenca
em fazendeiros, veterinarios, trabalhadores de controle de roedores, entre outros.
(Haake e Levett, 2015; WHO, 2010). Os seres humanos, por sua vez, sao
considerados hospedeiros acidentais, desenvolvendo sinais e sintomas de
leptospirose aguda e, algumas vezes, formas fatais da doenga (Fraga et al., 2011). A
eliminacdo da bactéria na urina de humanos infectados é transiente, de modo que a

transmissao homem-homem da doencga € extremamente rara.

Os ratos sao considerados o principal reservatorio no ciclo de transmissao da
leptospirose humana, excretando grandes quantidades da bactéria até meses apds a
infeccdo inicial (Palaniappan et al., 2007). Neles, as leptospiras podem causar
infeccdo sistémica, mas sdo, em seguida, eliminadas de todos os 6rgaos, com
excecgao dos tubulos renais, que sao um sitio imunoprivilegiado, caracteristica essa
que contribui para o alto grau de persisténcia do patdégeno (Ko et al., 2009). A
leptospirose atinge um grande numero de espécies animais, principalmente caes,
gado bovino, porcos, e cavalos, representando um grande impacto econémico, uma
vez que pode provocar abortos, infertilidade, dificuldade de desenvolvimento dos

animais, diminui¢do da produgéo de leite e morte dos animais (Fernandes et al., 2016).



1.1.2.1 Aspectos epidemiolégicos

As manifestacdes clinicas da leptospirose em humanos variam desde uma
doencga febril aguda autolimitada a doenga de Weil, forma grave classica da
leptospirose. A apresentacéo clinica da leptospirose costuma ser bifasica, com uma
fase aguda septicémica, que dura aproximadamente uma semana, seguida de uma
fase imune, que é caracterizada pela producao de anticorpos, excrecao da bactéria
pela urina e desaparecimento dos sintomas (Fraga et al., 2011; Picardeau, 2013). Os
sintomas incluem dor de cabecga, calafrios, nausea e vomitos, mialgia e, menos
comumente, exantema (“rash” cutédneo). Estes sinais e sintomas sao inespecificos,
sendo tipicos também de outras doencas febris agudas como dengue, gripe e malaria.
A Sindrome de Weil é caracterizada por complicagdes sistémicas, com disfungao
simultanea de multiplos 6rgdos como figado, rins, pulmdo e cérebro, levando a
ictericia, meningite, hemorragias, faléncia hepatica e renal e colapso cardiovascular
(Evangelista e Coburn 2010; Haake e Levett 2015). A Sindrome Pulmonar
Hemorragica (SPH) vem sendo descrita como complicagdo grave da leptospirose e
importante causa de febre hemorragica em varias regidées do mundo (Gouveia et al.,
2008; Helmerhorst et al., 2012; Marotto et al., 1999; Trevejo et al., 1998). As
complicagdes relacionadas a SPH estdo, em sua maioria, associadas a localizacao
da bactéria nos tecidos durante a fase imune, ocorrendo, geralmente, durante a

segunda semana da infecgao.

A leptospirose € uma das zoonoses mais difundidas pelo mundo de acordo com
a Organizagdo mundial de Saude (Palaniappan et al., 2004; Adler, 2015).
Aproximadamente 1 milh&o de casos s&o notificados anualmente, destes 58.900 vao
a obito (Costa et al., 2015). De acordo com o Ministério da Saude, foram notificados
42.981 casos de leptospirose no Brasil entre os anos de 2006 e 2016, sendo que 3.762
destes foram a obito (Disponivel em:

http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/situacao-epidemiologica-dados). A recente

globalizagdo e desigualdade social contribuiram enormemente para o avanc¢o da
leptospirose. Dessa forma, € uma importante causa de doenga em favelas onde
atualmente 1 bilhdo de pessoas residem (Nations 2003), marginalizadas da sociedade
€ sem acesso a servigos basicos de saude e saneamento, o que propicia a
transmissao da leptospirose a partir dos ratos. As principais medidas para minimizar
o impacto das doengas infecciosas emergentes sdo maior acesso a informagao sobre

a doenca, a existéncia de um teste diagndstico adequado, tratamento eficaz e
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principalmente de prevencao. Dessa forma, a descoberta de alvos e sua aplicacao a
fim de que possam ser utilizados no desenvolvimento de vacinas e diagndstico sdo
medidas urgentes para reduzir a morbidade e mortalidade em humanos e o impacto

econdmico em animais devido a Leptospirose.

1.1.2.2 Diagndstico da Leptospirose

Devido a grande diversidade de sinais clinicos, o diagndstico da leptospirose é
dificil e depende de uma variedade de testes laboratoriais para a confirmacido da
doencga (Adler e de la Peia Moctezuma, 2010). Estes testes, na grande maioria das
vezes sao bastante laboriosos e o resultado € demorado prejudicando o inicio do
tratamento da doenga uma vez que a terapia antimicrobiana é bastante eficaz quando
a doenga € identificada no inicio, prevenindo sua progressao e a alta mortalidade
(McClain et al., 1984).

O teste diagnostico mais difundido e amplamente utilizado é o Teste de
Microaglutinagéo in vitro (MAT, do inglés “Microaglutination test”), sendo considerado
o teste padrdo-ouro para o diagndstico da leptospirose (Haake e Levett, 2015;
Palaniappan et al., 2007; Picardeau, 2013). O MAT consiste na incubagéo do soro do
paciente com um painel de suspensdes de leptospiras vivas de diferentes sorovares
(Palaniappan et al., 2007; Picardeau, 2013). A reacdo antigeno-anticorpo é avaliada
ao microscopio optico quanto a presenga de aglutinagéo e os titulos dos anticorpos
aglutinantes sdo determinados através de diluigbes seriadas da amostra de soro
(WHO, 2002). O MAT tem a vantagem de ser altamente especifico para os sorovares
e, por esse motivo, o espectro de antigenos deve incluir sorovares representativos de
todos os sorogrupos, além de todos os sorovares circulantes localmente (Haake e
Levett, 2015; Turner, 1968). Entre as desvantagens deste método estao: técnicos bem
treinados e baixa sensibilidade nas amostras de fase aguda o que faz com que haja a
necessidade de se utilizar amostras pareadas de soro agudo e convalescente para
que o resultado seja confirmatdrio nos casos em que os pacientes ndo vao a obito.
Além disso, quando existe a necessidade de uso de um painel com grande numero
de sorovares de leptospirose, o crescimento lento do micro-organismo pode retardar
ainda mais o diagnostico (Bharti et al., 2003; WHO, 2010; Picardeau, 2013; Turner,
1968).



Uma grande quantidade de protocolos de PCR (do inglés, “Polimerase Chain
Reaction”) convencional e PCR em tempo real foram desenvolvidos para detecgéo do
micro-organismo a partir de amostras clinicas, com limite de detec¢cado usualmente
entre 10 a 100 bactérias por mililitro de sangue ou urina (Picardeau, 2013). Um
resultado positivo indica a presenga do agente infeccioso na amostra e, no caso da
técnica quantitativa, indica, ainda, a carga bacteriana do paciente. Entretanto, uma
importante limitagdo dessas técnicas € a incapacidade de identificar o sorovar
infectante que, apesar de nao ser relevante para o diagndstico em si, € importante
para estudos epidemioldgicos (Haake e Levett, 2015; Picardeau, 2013). Além disso,
tal abordagem permanece restrita a laboratorios de referéncia, sendo improvavel seu
emprego em larga escala nos paises em desenvolvimento, apesar da alta
sensibilidade e capacidade de fornecer um diagndstico preciso (Picardeau, 2013).

O isolamento de leptospiras de amostras clinicas como tecidos e sangue é
considerada o diagndstico definitivo, entretanto este é dificultado pela velocidade de
crescimento das leptospiras, o longo periodo de incubagdo até que a cultura se
estabeleca, baixa sensibilidade e alto custo em termo de recursos humanos e

laboratoriais (Lessa-Aquino et al., 2013).

Devido a complexidade do MAT, outros testes sorolégicos para detecgao de
anticorpos na fase inicial da doenca foram desenvolvidos, como ensaios
imunoenzimaticos do tipo ELISA (do inglés, “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”)
e testes rapidos. Anticorpos IgM anti-leptospira podem ser detectados 4 a 5 dias ap6s
0 aparecimento dos sintomas — antes da deteccéo de IgG e de anticorpos aglutinantes
— e persistem por pelo menos 5 meses nos pacientes (Picardeau, 2013). Inumeros
testes ELISAs para detecgao de IgM estao disponiveis no mercado e baseiam-se na
detecgcdo de anticorpos contra o extrato total da bactéria. Entretanto, o fundo de
reatividade desses testes pode ser alto uma vez que a cepa saprofitica L. biflexa
compartilha muitos antigenos de superficie com cepas patogénicas (Haake e Levett,
2015). Os antigenos recombinantes também sdo comumente empregados para o
desenvolvimento de ensaios de ELISA, embora ndo haja, até o presente momento,
uma avaliagcdo em larga escala de testes baseados em proteinas recombinantes
(Haake e Levett, 2015; Signorini et al., 2013). A especificidade da detec¢ao de
anticorpos IgM por ELISA é dependente do antigeno empregado, da presencga de
anticorpos gerados em infecgdes prévias e da presenga de doengas concomitantes
(Bajani et al.,, 2003; Haake e Levett 2015). Srimanote e colaboradores (2008)

avaliaram a potencial utilizagdo da por¢ao C-terminal da proteina LigA (residuos 707-
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1217) como antigeno em um ensaio de ELISA indireto. A especificidade do ELISA nas
avaliagdes utilizando anticorpos IgG foi de 100 % enquanto que para anticorpos IgM
foi de 98%, demonstrando que este fragmento pode ser utilizado para detectar
anticorpos de individuos com suspeita de leptospirose durante a fase aguda da
doenca, momento em que os resultados de cultura e MAT ainda n&o estao disponiveis.
Kitashoji e colaboradores (2015) também demonstraram a potencial utilizacdo da
porcao C-terminal de LigA (708-1224 aminoacidos) em ELISA — IgM, que apresentou
uma sensibilidade de 69,5%, maior do que o ELISA baseado em célula total e uma
especificidade de 98%, mostrando que pode ser uma ferramenta para diagndstico na

fase inicial da doenca.

Entre os modelos em formato de teste rapido estdo as fitas indicadoras
(“dipstick”) (Levett e Branch 2002; Smits et al., 2001b), aglutinagdo em latex (Smits et
al., 2001a; Smits et al., 2000) e testes de fluxo lateral, mais conhecido como Dual Path
Platform (DPP) (Nabity et al., 2012; Smits et al., 2001b). Este ultimo pode ser
executado nas unidades basicas de saude com apenas uma gota de sangue, com
resultado disponivel em 10 minutos. Consiste na migracdo do complexo antigeno-
anticorpo por capilaridade em membranas cobertas com extrato total da bactéria ou
proteinas recombinantes, com a captura do anticorpo através de proteina A e/ou anti-
IgM conjugada a ouro coloidal e visualizagdo colorimétrica (Nabity et al., 2012;
Picardeau, 2013). Tais testes, em geral, apresentam desempenho caracteristico de
outros ensaios, sendo pouco sensiveis na fase inicial da doencga, de modo que a
confirmagéo do resultado por um teste de referéncia € recomendada (Goris et al.,
2013; Haake e Levett 2015). Em 2012, o nosso grupo desenvolveu um teste rapido
baseado nas proteinas Ligs utilizando o formato de fluxo lateral — DPP e demostraram
a sua eficiéncia (Nabity et al., 2012). Os resultados demonstraram alta especificidade
(293%) quando utilizados soros de pacientes com dengue, hepatite A, sifilis e
individuos saudaveis de area endémica, e sensibilidade na faixa de 85 % na fase

aguda da doenca.

1.1.3 Vacinas para Leptospirose

Vacinas contra leptospirose para humanos e animais tém sido usadas desde 1920
e praticamente todas foram desenvolvidas a partir de leptospiras mortas por diferentes
métodos: calor, formalina, fenol, etc. (Adler e de la Pefia Moctezuma 2010). O uso
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destas formulagdes nao foi bem-sucedido devido a reatogenicidade, mas ainda assim,
vacinas humanas a partir de células mortas foram utilizadas na China apds episodios
de enchentes, para populacgdes de risco.

O desenvolvimento de vacinas efetivas contra a leptospirose, com ampla protegao
e poucos efeitos colaterais € um requisito basico para qualquer nova vacina humana,
assim como para uma vacina de uso animal (Dellagostin et al., 2016). Devido ao
menor numero de restricdes das autoridades regulatérias, uma nova vacina
provavelmente sera aprovada para uso em animais muito antes de uma vacina
humana. As vacinas veterinarias comercialmente disponiveis sdo amplamente
utilizadas em bovinos, porcos e caes (Adler, 2015), estas sado baseadas em
bacterinas, compostas de suspensdes de sorovares diferentes, formuladas de acordo
com as necessidades epidemioldgicas. A preparagao vacinal deve incluir sempre
sorovares do local devido a natureza sorovar especifica das bacterinas. As
formulagbes para vacinas caninas geralmente incluem o sorogrupo Canicola, o agente
mais importante da leptospirose canina em todo o mundo em combinagcdo com o
sorogrupo Icterohaemorrhagiae. Contudo, outros serovares como Pomona,
Grippotyphosa e Bratislava vem se destacando em casos de leptospirose canina na
América do Norte. Os animais de produ¢do, como bovinos e suinos sdo geralmente
vacinados com formulagbes contendo os sorogrupos Hardjo, Pomona e
Icterohaemorrhagiae para diminuir as chances de infecgdo humana por contato com
esses animais. Embora as vacinas comerciais atuais possam reduzir os sintomas, a
colonizagao renal e leptospiruria ainda persiste em animais imunizados. Contudo, a
vacinagao tem um papel importante na reducdo do numero de abortos e natimortos
no rebanho, o principal impacto econdmico da leptospirose em rebanhos reprodutores
(Dellagostin et al., 2011).

Atualmente, existem duas vacinas disponiveis para humanos. A vacina disponivel
mundialmente é a SPIROLEPT®, que é produzida pela empresa Sanofi-Pasteur. E
uma vacina que tem na sua composi¢cao Leptospira icterohaemorrhagiae em sua
forma inativada, € administrada por via subcutanea em duas doses e requer vacinagao
a cada dois anos. A vacina vax-SPIRAL® vem sendo utilizada em Cuba desde 1997
na populagdo de risco e oferece protegdo contra os sorogrupos Canicola,
Icterohaemarrhagiae, Pomona e Ballum. Esta vacina possui uma eficacia de 78% e a
revacinacgao é feita apos 1 ano (Naranjo et al., 2008; Verma et al., 2013). Devido a

estas questbes, de baixa cobertura e reatogenicidade, esforgos vem sendo
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empregados no sentido de desenvolver uma vacina que ofereca prote¢géo cruzada
contra os diferentes sorovares, imunidade duradoura e baixa reatogenicidade. A
expectativa € que uma vacina recombinante consiga atender a estes aspectos

abordados.

Diferentes antigenos de Leptospira foram testados como candidatos para uma
vacina de subunidade, dentre eles: Lipl41, OmpL1, Lpl32, Loa22 e outras lipoproteinas
e ORFs. A lipoproteina Lipl41 e a porina OmpL1 foram clonadas e expressas em E.
coli, e demonstrada a sua eficacia quanto a capacidade de induzir protecdo em modelo
experimental em hamsters, essas foram capazes de induzir resposta imune protetora
significativa com uma taxa de sobrevivéncia de 71% (Haake et al., 1999). A proteina
Lpl32 também foi produzida em E. coli, e quando formulada com adjuvante de Freund
falhou nos desafios de protegdo em hamsters, entretanto quando o gene Ip/32 foi
usado na abordagem de vacina de DNA em modelo com gerbils, 60% dos animais
sobreviveram em contraste com o grupo controle com percentual de sobrevivéncia de
35%. O gene Ipl32 foi explorado como candidato em outros sistemas, e dentre os
avaliados estava a expressao em uma vacina viva, Mycobacterium bovis — BCG, que
foi capaz de induzir uma resposta imune protetora em hamsters de 56% contra 12%
observado no grupo controle, cabe ressaltar que esta construgéo foi capaz de induzir
imunidade estéril nos animais sobreviventes (Dellagostin et al., 2011). Chang e
colaboradores (2007) avaliaram o desempenho de 12 OMPs para o desenvolvimento
de vacinas recombinantes. Estas foram clonadas, expressas, purificadas e formuladas
com adjuvante Hidréxido de Aluminio para ensaios de desafio em hamsters contra L.
interrogans Pomona e trés dessas apresentaram resposta imune protetora entre 71 e
100%, entretanto no grupo controle 43% dos animais sobreviveram (Chang et al.,
2007). Em 2013, Murray e colaboradores testaram uma abordagem baseada em
vacinologia reversa, a fim de avaliar proteinas de L. borgpetersenii serovar Hardjo
usando modelo de infeccdo em hamster. Neste estudo foram selecionadas 262
proteinas entre OMPs e secretadas, e destas 238 foram expressas e purificadas.
Foram montados pools com essas proteinas, que foram formuladas com o adjuvante
Hidréxido de Aluminio e testadas quanto a protecdo, entretanto nenhum dos grupos
foram capazes de proteger contra infecgdo, apenas gerando uma resposta de

anticorpos para a maioria das proteinas testadas (Murray et al., 2013).

Outra abordagem que vem sendo testada € a producdo de proteinas

quiméricas, um exemplo foi o trabalho de Lin e colaboradores (2016), no qual a
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proteina continha epitopos imunodominantes das proteinas OmpL1, LipL32 e LipL21.
A proteina quimérica foi clonada, expressa em E. coli, purificada e formulada com
Hidroxido de Aluminio. O ensaio de protegcao demonstrou que a proteina quimeérica foi
capaz de proteger 80% dos cobaios desafiados com L. interrogans Lai. No estudo de
Fernandes e colaboradores (2017), a proteina quimérica foi desenhada baseada nas
sequéncias de LigA, Mce, Lsa45, OmpL1 e LipL41, expressa em E. coli e purificada.
Foi demonstrado que a proteina é reconhecida por soro de pacientes com leptospirose
entretanto quando formulada com Hidroxido de Aluminio e MPLA (do inglés:
Monophosphoryl lipid A), foi capaz de proteger somente 50% dos hamsters em desafio

letal com leptospiras vivas (Fernandes et al., 2017).

1.1.3.1 Vacinas recombinantes baseadas em Ligs

Em 2001, Fiocruz e colaboradores identificaram uma nova familia de fatores
putativos de viruléncia: as proteinas LigA, B e C (Leptospiral immunoglobulin-like), e
os resultados preliminares demonstraram evidéncias de que tais proteinas seriam
candidatas potenciais para o desenvolvimento de reagentes para diagndstico e vacina
(Ko et al., 2002). Dados publicados indicam seu potencial no desenvolvimento de
vacinas recombinantes contra leptospirose, pois sdo proteinas de membrana externa
presentes em todos os sorovares de leptospiras patogénicas e a expressao destas
proteinas ocorre somente durante a infeccdo (Matsunaga et al., 2003). Outra
indicagdo do potencial das Ligs como candidata vacinal é o fato de que os
polipeptideos de LigA e LigB derivados de preparagdes de antigeno recombinante ou
nativo, sdo imunogénicos. Os anticorpos obtidos a partir de animais experimentais
imunizados com polipeptideos recombinantes purificados de LigA e LigB reconhecem
o antigeno nativo de Leptospira spp., e s&o uteis para detectar espiroquetas
patogénicas em amostras obtidas de individuos com suspeita de infec¢cdo (Medeiros
et al.,, 2005). As proteinas Ligs mostraram seu potencial como candidatas a
diagndstico quando foi demonstrado seu reconhecimento por soros de individuos
infectados com Leptospiras patogénicas. Estes ensaios demonstraram sensibilidade
de 98% e especificidade de 90% para IgM, e 93% de sensibilidade para IgG e
especificidade de 80% para IgG. Apesar da amostragem testada ser pequena (80
individuos), os dados se mostraram bastante promissores (Medeiros et al., 2005).

As proteinas Ligs pertencem a superfamilia de Bigs (do inglés: bacterial

immunoglobulin-like), e possuem em sua sequéncia repeticdes de dominios de
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imunoglobulinas como a intimina de Escherichia coli e a invasina de Yersinia
pseudotuberculosis, que sao conhecidas por mediarem a adesao e invasao as células
de hospedeiros. Esta familia foi identificada em 2003, por Matsunaga e colaboradores,
por meio de um screening realizado a partir de uma biblioteca gen6mica de L.
interrogans e L. kirschneri utilizando soros de pacientes com leptospirose (Matsunaga
et al., 2003). A proteina LigA ja havia sido identificada previamente por Palaniappan e
colaboradores em 2002, utilizando uma biblioteca genémica de L. interrogans sorovar
Pomona kenewicki com o soro de uma égua que abortou por infecgao por leptospirose
(Palaniappan et al., 2002).

A familia de Ligs (Leptospiral immunoglobulin-like) € composta por trés
proteinas denominadas: LigA, LigB e LigC. Os genes ligA (3.675 pb) e ligB (5.673 pb)
codificam para polipeptideos de 128 e 212 kDa, respectivamente. O gene ligC (5.871
pb) € um pseudogene nas espécies L. interrogans e L. kirschneri, cuja fase de leitura
aberta é interrompida no cédon 499 (Matsunaga et al., 2003), sugerindo que LigC n&o
seja essencial para viruléncia e patogenicidade das cepas (McBride et al., 2009; Adler,
2015). A porgao N-terminal das proteinas LigA e LigB é idéntica, sendo denominada
LigBrep. A partir do dominio 7, as sequéncias se diferenciam sendo que LigA possui
um total de 13 dominios, enquanto que LigB possui 12 dominios e uma porgéo C-

terminal, como pode ser visualizado na figura 1 (Silva et al., 2007).

LigA protein (aa 1-1224, 128 kDa)

B BN i )

LigANI (aa 625-1224, 66.9 kDa)

LigB protein (aa 1-1891, 201 kDa)

B D W i X

LigBrep (aa 131-645, 54 kDa)

LigBNI (aa 625-1259, 69 kDa)

Figura 1. Representagdao esquematica das proteinas LigA e LigB e seus respectivos
fragmentos.

As caixas representam os dominios repetitivos, sendo as caixas em cinza representando a
regido idéntica entre as duas proteinas e as caixas hachuradas representando a regido nao
idéntica. (Fonte: Silva et al., 2007).

Na organizagédo do genoma das Leptospiras, os genes que codificam para Ligs
sdo encontrados em sequéncia, sendo ligA localizado anteriormente a ligB, e em
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seguida /ligC. McBride e colaboradores (2009) avaliaram a presencga de Ligs em 10
espécies patogénicas, onde ligB foi encontrado em todas e ligA em cinco destas
espécies, sendo elas: L. interrogans Copenhageni, L. interrogans Canicola, L.
interrogans Pomona (2 cepas: Cornell e PO-06-47), e L. kirshneri. Quando analisadas
comparativamente, demonstraram ser bastante conservados, sendo 85,4 a 99,8% de
identidade quanto a sequéncia nucleotidica e 80,5 a 99,8% quanto a sequéncia de
aminoacidos. A regido que compreende os dominios de 11 a 13 de LigA mostrou o
maior grau de variabilidade com 78,1% e 71,2% de identidade entre nucleotideos e
aminoacidos, respectivamente. Ainda, de acordo com este estudo, foi observado que
as sequéncias de ligA de L. interrogans Canicola e L. interrogans Pomona
apresentaram 100% de identidade, e estas quando comparadas a L. interrogans
Copenhageni e L. kirshneri apresentaram uma nao identidade de 33% (McBride et al.,
2009).

Estudos correlacionam o possivel envolvimento desses genes na
patogenicidade dessas bactérias. Estudos de Matsunaga e colaboradores em 2005,
demonstraram que a diferenca de osmolaridade causa um aumento na expressao de
Ligs, sugerindo que este pode ser um sinal para o inicio da expressao de genes
associados com viruléncia necessarios nos estagios iniciais da infeccdo em
mamiferos (Matsunaga et al., 2005). Esses dados geram uma hipétese de que essas
proteinas podem estar envolvidas com interacdes do tipo bactéria-hospedeiro. Varias
evidéncias dao suporte a esta hipotese, como o fato de que pacientes com
leptospirose tém uma forte resposta de anticorpos aos dominios de repetigdo das Ligs.
As proteinas Ligs sdo expressas na superficie da bactéria, o que foi confirmado a
através de microscopia imunoeletronica, sendo que LigA é secretada para o meio
durante o crescimento das leptospiras (Matsunaga et al., 2003). O aumento da
expressao de LigA e LigB pela indugao osmatica resultou em L. interrogans com maior
capacidade de adeséo a diversas proteinas da matriz extracelular (Adler, 2015).

As proteinas Ligs sdo componentes da superficie da Leptospira e possuem a
capacidade de se ligar as proteinas de matriz extracelular (do inglés: extracellular
matrix - ECM), tais como: fibronectina, laminina, elastina e tropoelastina, e colageno
tipos I, Ill e IV. Desta forma, parecem ter associagdo com a ligagdo da bactéria ao
tecido do hospedeiro e consequentemente envolvimento na colonizagéao (Evangelista
et al., 2017). Além de se ligar as proteinas de matriz extracelular, sdo capazes de se
ligar ao plasminogénio. Leptospiras ligadas ao plasminogénio sdo capazes de clivar
fibrinogénio e as proteinas do sistema complemento C3b e C5. Dessa forma, pode ser
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atribuido um novo mecanismo de invasdo das leptospiras, favorecendo sua
sobrevivéncia no tecido hospedeiro. Outra caracteristica das proteinas Ligs € sua
capacidade de ligagédo a proteinas regulatorias do sistema complemento: fator H e
proteina de ligagado ao C4 (do inglés: C4-binding protein ou C4BP) e as proteinas do
sistema complemento C3b e C4b podendo exercer um papel potencializador de dano
aos tecidos através da sua ligagdo ao fibrinogénio e componentes de matriz
associados com cicatrizagdo tecidual. Evidéncias relacionam que a proteina LigB
poderia estar envolvida na inibicdo da via alternativa de ativagdo do sistema
complemento (Castiblanco-Valencia et al., 2016; Forster et al., 2013; Adler, 2015).
Em 2004, Koizumi e colaboradores demonstraram que a imunizagdo de
camundongos C3H/HedJ deficientes em receptores Toll do tipo 4, com a proteina LigA
derivada de L. interrogans sorovar Manilae ficaram protegidos contra o desafio letal
(Koizumi e Watanabe, 2004). No entanto, camundongos sdo menos susceptiveis a
infeccdo por Leptospiras, sendo hamsters ou cobaias, os modelos experimentais
aceitos para leptospirose. O nosso grupo inicialmente demonstrou que um unico
fragmento, LigANI, que corresponde aos seis dominios carboxi-terminais da molécula
LigA, é capaz de conferir imunoprotecado contra mortalidade (67-100%, P>0.05) em
hamsters que receberam dose letal da cepa Fiocruz L1- 130. Dados recentes do nosso
grupo demonstraram que a imunizagdo com a regido repetitiva de LigA e LigB
conferiram 90-100% de protecdo contra desafio letal por via intramuscular e
subcutadnea com 20 ug de proteina formulada com o adjuvante Hidroxido de Aluminio
(Conrad et al., 2017). Varios estudos publicados por outros grupos comprovaram a
capacidade do antigeno em formulagdes vacinais experimentais de subunidade ou
vacinas de DNA protegerem contra desafio em modelos de roedores contra a infecgéo
por desafio homdlogo (Forster et al., 2013). Hartwig e colaboradores, em 2014,
expressaram a proteina LigANI em Pichia pastoris, que foi formulada com adjuvante
Hidroxido de Aluminio e também capaz de conferir protecdo contra desafio letal em
hamsters (Hartwig et al., 2014). Oliveira e colaboradores (2016) avaliaram a resposta
imune humoral e protecdo mediada pela proteina LigANI formulada com nanotubos
de Carbono e oligodeoxinucleotideos CpG, e apesar do aumento no titulo de
anticorpos do tipo 1gG observado com a formulagdo de LigANI com nanotubos de
Carbono, os niveis de protecdo para ambas as formulagbes foi de apenas 17%
(Oliveira et al., 2016). Bacelo e colaboradores (2014) avaliaram LigANI formulada com

xantana sendo demonstrado 100% de protecao utilizando esta formulacéo, entretanto

16



apesar de conferir protegcao nao foi capaz de induzir imunidade esterilizante nos

animais testados (Bacelo et al., 2014).

1.1.4 Proteinas

As proteinas sao formadas por aminoacidos que podem se organizar em uma
grande variedade de sequéncias, tamanhos e estruturas tridimensionais, que refletem
seus diversos papéis em quase todas as fungdes celulares. Cada proteina tem uma
estrutura particular necessaria para se ligar com um alto grau de especificidade a uma
ou algumas moléculas para desempenhar sua fungdo; assim, a funcdo esta
diretamente correlacionada com a estrutura da proteina. As proteinas formam cerca
de 50% do peso seco das células e sdo as mais abundantes macromoléculas dentro
da célula e das membranas celulares (Alberts et al., 2002).

Existem basicamente quatro niveis de organizagdo na estrutura de uma
proteina, a sequéncia de aminoacidos € conhecida como a estrutura primaria, sendo
a estrutura secundaria da proteina constituida por interagdes ndo covalentes entre
aminoacidos através da cadeia. Existem apenas duas ligagbes que podem girar no
espacgo entre cada aminoacido na coluna vertebral da sequéncia primaria. Esses
movimentos restritos, quando repetidos através de varios aminoacidos em uma
cadeia, produzem os dois principais tipos de estrutura protéica secundaria: a alfa
hélice (a) e a cadeia beta (). A hélice a tem a forma de uma escada em espiral, sendo
estabilizada por pontes de Hidrogénio formadas entre o Oxigénio de um grupo
Carbonila de uma ligacao peptidica e o Hidrogénio de um grupo amina de outra ligagéo
a partir do quarto aminoacido, ja a conformagao da folha 3 consiste de fios dispostos
lado a lado. O Oxigénio da Carbonila de uma das cadeias se liga ao Hidrogénio da
Amina da cadeia adjacente. Os fios podem ser paralelos ou anti-paralelos
dependendo das diregdes da linha se sao iguais ou opostas. A folha anti-paralela é
mais estavel devido ao alinhamento das ligagbes de hidrogénio enquanto que na folha
B os aminoacidos formam uma estrutura linear bastante rigida, mantida por ligagdes
de Hidrogénio que conectam as ligagdes peptidicas nas cadeias vizinhas. A estrutura
terciaria € a organizacgao tridimensional de uma cadeia polipeptidica formada pela
combinagdo das estruturas secundarias, sendo subdividida em certas porcdes
formando motivos ou dominios. Por exemplo, em imunoglobulinas duas folhas f3

formam um dominio de estrutura tipo “barril” que € observado repetitivamente. A
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estrutura quaternaria é formada pela combinacdo de duas ou mais cadeias
polipeptidicas (Alberts et al., 2002; Houde e Berkowitz, 2015).

As interagbes que mantém a estrutura terciaria de uma proteina geralmente
sao fracas e por isso as proteinas sao muito sensiveis. O estado nativo de uma
proteina pode ser desestabilizado devido a um grande numero de fatores externos,
tais como: pH, temperatura, remogao de agua, presenca de superficies hidrofobicas,
ions metalicos e alto cisalhamento. A perda da estrutura por qualquer um desses
fatores € chamado de desnaturacdo, que resulta em um enovelamento aleatério ou
incorreto. Uma proteina desnaturada pode ter um perfil de atividade diferente do
observado na proteina nativa, geralmente ocorrendo uma perda de funcdo. Além da
desnaturacao, a proteina pode formar agregados, que podem ser formados durante o
processo de produgao e sao indesejaveis uma vez que podem causar resposta imune
adversa quando administrados (Cromwell et al., 2006). As degradacdes quimicas
como oxidacdo, deamidagao e hidrolise também podem ocorrer e 0s processos
utilizados em formulagdes que utilizam proteinas, seja congelamento a baixas
temperaturas ou liofilizagdo, devem ser avaliados a fim de evitar degradacgéao e
aumentar a estabilidade do biofarmaco ou componente vacinal durante o
armazenamento e transporte. Dessa forma, a caracterizagao da proteina de interesse
€ necessaria em cada estagio da sua produgéo, a fim de garantir uniformidade lote a
lote e qualidade geral (Ratanji et al., 2014).

A desnaturacao e formagao de agregados devem ser evitados durante todo
0 processo para obtencédo de uma proteina estavel visando a sua aplicacao industrial,
seja como vacina ou biofarmaco. Uma das estratégias para inibir a agregacéo e
aumentar a eficacia e seguranca da formulagao final € a adigdo de estabilizantes, que
agem ajudando a reestabelecer o equilibrio entre o estado nativo da proteina e sua
forma desnaturada, preferencialmente aumentando a estabilidade do estado nativo.
Alguns dos estabilizantes utilizados s&o: agucares como glicose, sacarose e trehalose;
polidis como glicerol, sorbitol e manitol; e aminoacidos tais como: arginina, glicina e
sarcosina (Patel et al., 2017). Outra metodologia utilizada a fim de estabilizar a
proteina de interesse € a liofilizagdo. Este processo envolve a dissolugdo de uma
formulacédo de farmaco em matriz aquosa, que é entdo congelada, e a fase aquosa é
removida por sublimacdo. Este método €& amplamente utilizado na industria
biofarmacéutica para aumentar a vida util e aumentar a estabilidade do produto
(Ratanji et al., 2014; Particle sciences, 2009).
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A complexidade de uma estrutura proteica torna sua elucidacdo completa
uma tarefa extremamente dificil mesmo com o equipamento analitico mais avangado.
Um analisador de aminoacidos pode ser usado para determinar quais os aminoacidos
presentes e as propor¢cdes molares de cada um. A sequéncia da proteina pode
também ser analisada por meio do mapeamento de peptideos e o uso de degradagao
de Edman ou espectroscopia de massa. Este processo € rotineiro para peptideos e
proteinas pequenas, mas torna-se mais complexo para proteinas maiores (Nehete et
al., 2013).

A espectroscopia de dicroismo circular (DC) € um método amplamente
utilizado para caracterizar a estrutura secundaria de uma proteina. Cada um dos
diferentes tipos de estrutura secundaria: a-hélice, cadeia 3 e estrutura randémica (do
inglés: random coil), todos possuem espectros de dicroismo circular caracteristicos na
regidao do espectro distante (190-250 nm). Andlises mais complexas e de alta
resolugao da estrutura tridimensional de uma proteina podem ser realizadas por meio
de cristalografia de raios X ou ressonéncia magnética nuclear (RMN). Para determinar
a estrutura tridimensional de uma proteina por difracdo de raios X, € necessario um
unico cristal bem ordenado. A difracao de raios X permite a medigao das curtas
distancias entre atomos e produz um mapa de densidade eletrénica tridimensional,
que pode ser usado para construir um modelo para a proteina de interesse. A
utilizacdo da RMN para determinar a estrutura tridimensional de uma proteina tem
algumas vantagens em relacao a difracéo de raios X, na medida em que pode ser
realizada em solugao e, portanto, ndo estd condicionada a formacgao de cristais
(Particle Sciences, 2009).

Muitas técnicas diferentes podem ser utilizadas para determinacdo da
estabilidade de uma proteina. Para a verificagdo da sua conformagao, podem ser
utilizados métodos espectroscopicos como fluorescéncia, UV, infravermelho e DC. Os
métodos termodinamicos, como a calorimetria de varrimento diferencial (do inglés:
differential scanning calorimetry - DSC), podem ser uteis para determinar o efeito da
temperatura na estabilidade da proteina. O mapeamento comparativo de peptideos
(geralmente usando LC-MS) é uma ferramenta extremamente valiosa na
determinacdo de mudangas quimicas em uma proteina, como oxidacdo ou
desamidacao. A HPLC é uma ferramenta essencial na purificacdo preparativa e
analitica de proteinas, o SDS-PAGE e a focalizagao isoelétrica além de serem
utilizados para determinar a identidade e homogeneidade da proteina, também podem
ser usados para avaliar a sua estabilidade (Particle sciences, 2009).

19



O isolamento e obtencdo de proteinas de interesse a partir de células
procarioticas e/ou eucariéticas alvo nao é simples, uma vez que existe uma dificuldade
em obter essas proteinas em quantidades e pureza para caracterizagédo e aplicagao
bioterapéutica. Determinadas metodologias utilizam grandes quantidades de proteina,
e o campo da tecnologia recombinante resolveu em parte essa necessidade e
atualmente muitas sequencias génicas e proteinas sao incorporadas as bases de
dados todos os dias (Vedadi et al., 2010). Com o crescente avango da tecnologia
recombinante, esta é a estratégia principal para obtengao de proteinas para uso em
diagndstico e terapéutico (por exemplo: vacinas biofarmacos), e o desenvolvimento
de estratégias para obtencdo das proteinas de interesse em quantidade e seu
posterior isolamento precisam ser desenvolvidas para avaliagdo da sua aplicagao e
caracterizagao do alvo proteico. O isolamento de proteinas € uma etapa critica no
processo de desenvolvimento e produtivo, uma vez que €& necessario identificar
meétodos de purificagdo robustos, reprodutiveis, escalonaveis e com custo que nao
inviabilizem o uso do produto (Jozala et al., 2016; de Carvalho et al., 2017). As etapas
de purificagdo que foram estabelecidas neste trabalho obedecem aos critérios de

criticidade de caracterizagao e escalonamento nas etapas de upstream e downstream.

1.1.5 Desenvolvimento de processos biotecnolégicos

A tecnologia de fabricacdo de produtos biofarmacéuticos pode ser dividida
em duas etapas denominadas: upstream e downstream. Upstream process € definido
como o crescimento microbiano necessario para produzir produtos biofarmacéuticos
ou outras biomoléculas e envolve uma série de eventos, incluindo a selegao de
linhagens celulares, meio de cultura, pardmetros de crescimento e otimizagao de
processos, a fim de alcangar as condigdes 6timas de cultivo e consequentemente sua
producdo (Gronemeyer et al., 2014). Para isto, sdo necessarias condigbes bem
controladas na utilizagao de biorreatores em grande escala. Varios fatores devem ser
considerados como o tipo de cultivo: batelada, batelada alimentada ou continua,
temperatura, pH, oxigénio e esterilizagdo de materiais e equipamentos empregados
(Jozala et al., 2016; Schmidell et al., 2001).

O Downstream process € parte do processo que inclui todas as etapas
necessarias para purificagdo do produto biolégico a partir do extrato total proteico
onde foi produzido até o produto final purificado. Este processo envolve multiplas

fases com o objetivo de capturar o alvo e remover impurezas relacionadas com células
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hospedeiras (por exemplo: proteinas, DNA, etc.), com o processo (por exemplo,
ligantes, antiespumantes, etc.) e com o produto (como por exemplo: agregados e
fragmentos) (Azevedo et al., 2009; Rathore et al., 2015). Cada passo de purificagdo é
capaz de remover uma ou mais classes de impurezas. Esta fase geralmente abrange
trés etapas principais: 1-recuperacéo inicial (extragado ou isolamento), 2- purificagdo
(remogao da maioria dos contaminantes), e 3- polimento (remogéo de contaminantes
especificados e formas indesejadas da biomolécula alvo que podem ter sido formadas
durante o isolamento e a purificagao) (Azevedo et al., 2009; Fields et al., 2016; Jozala
et al., 2016; Rosa et al., 2010).

A recuperagéo inicial envolve a separagao entre células e sobrenadante, ao
que denomina-se clarificacdo do meio. Para este fim, as principais técnicas que
podem ser empregadas séo a centrifugacao, filtracdo, sedimentacéao e floculagédo. Se
a biomolécula alvo for produzida extracelularmente, o caldo clarificado é submetido a
concentragao (por exemplo, ultrafiltragédo) seguido da purificagdo. Para biomoléculas
produzidas intracelularmente, as células colhidas devem ser submetidas a lise (por
exemplo, homogeneizador de alta pressdo ou sonicagao) seguida de centrifugacao
para remocao de detritos celulares. A biomolécula alvo é purificada a partir do
homogeneizado celular clarificado através de precipitagdo e/ou cromatografia (Jozala
et al., 2016; Weinacker et al., 2013). Nos casos em que as proteinas s&o expressas
como corpos de inclusdo (como alguns recombinantes produzidos por E. coli), um
passo extra de troca de tampao para reenovelamento da proteina é obrigatério, o que
contribui significativamente para o aumento do tempo de produgao e dos custos.

A recuperacéo e purificagado de produtos biofarmacéuticos de forma eficiente é
uma parte critica no processo de produgao. A ruptura celular de micro-organismos é
frequentemente requerida para a produgdo em larga escala de produtos derivados
deles, como enzimas, toxinas e proteinas para uso terapéutico. Existem multiplas
alternativas para a liberacdo do produto de interesse, mas para muitos bioprocessos
sao métodos nao aplicaveis. As técnicas de rompimento celular mecanico podem ser
utilizadas para todos os tipos celulares e de processos e tem um historico de sucesso
em produgdes de grande escala. A tecnologia ideal para rompimento celular deve:
permitir a liberacdo do maximo de produto possivel, o produto deve se manter integro
ao final do processo, liberagdo minima de proteases que podem vir a degradar o
produto e de particulas ou contaminantes que possam vir a influenciar o processo.

Outros atributos importantes também sao: baixo custo operacional, facil esterilizacao,
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ser escalonavel e automatizado (Balasundaram et al., 2009; Neves, 2003; Millis,
2012).

Varias técnicas podem ser utilizadas para a recuperacdo de produtos
intracelulares, que podem ser divididas em: mecanicas e ndo-mecanicas. Os métodos
nao mecanicos englobam o choque osmético e os métodos quimicos e enzimaticos
(Neves, 2003; de Carvalho et al., 2017), que s&o limitados a escala laboratorial, uma
vez que a adicao de produtos quimicos e enzimas aumenta o custo do produto final,
além da dificuldade de remocgao destes quimicos exégenos ao produto de interesse
(Neves, 2003). A lise mecanica pode utilizar diversas técnicas sendo elas: o ultrassom,
a moagem e a homogeneizacgao de alta pressao, que pode ser feita através de prensa
e homogeneizador de alta pressdo. A utilizagdo do ultrassom consiste na aplicagéo
de ondas sonoras de alta frequéncia (apoximadamente 20kHz) criando bolhas de
cavitagcao, € a metodologia mais empregada nas areas laboratoriais, devido a sua
eficiéncia, entretanto ndo € empregado em escala industrial devido a sua dificuldade
em transmitir poténcia suficiente para suspensdes de célula muito concentradas e de
grande volume. A moagem ou moinho de pérolas consiste de um equipamento que
agita uma suspensao celular mantida em contato com pérolas de vidro (Neves, 2003;
de Carvalho et al.,, 2017). A prensa € um equipamento usado principalmente em
laboratérios para romper membranas e paredes celulares, e que consiste de uma
bomba hidraulica que aciona um pistado que forca a amostra liquida através de uma
pequena valvula sob alta pressdo na qual as células experimentam estresse por
cisalhamento (Disponivel em: http://www.beei.com/blog/french-press-cell-lysis-how-
does-it-compare-to-homogenization). A homogeneizagdo de alta pressdo é uma
técnica muito utilizada na industria de biotecnologia para rompimento celular devido
ao seu alto aproveitamento, uma vez que permite a ruptura de todas as células em
uma suspensao e permite recuperacdo maxima do produto, embora com pouca
seletividade, ou seja os contaminantes também s&o recuperados (Balasundaram et
al., 2009; Millis, 2012). Um homogeneizador consiste de uma bomba de deslocamento
positivo que empurra o lisado celular a uma alta pressédo por uma valvula de orificio
(Figura 2). O rompimento celular é resultante da forga de cisalhamento e impacto na
valvula e pode ser influenciado por diversos fatores, tais como: pressao, temperatura
e concentracao celular (Neves, 2003). O principal destes fatores € a temperatura, que
tende a aumentar conforme o rompimento celular progride e deve ser controlada

durante o processo para preservar o material bioldgico de desnaturacgao (Millis, 2012).
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O processo de purificagao deve ser robusto, confiavel, faciimente escalonavel,
e capaz de remover impurezas ligadas ao processo e ao produto a fim de garantir a
seguranga do mesmo. A pureza alcangada, a velocidade de desenvolvimento do
processo e seu rendimento global sdo alguns dos principais parametros que devem
ser levados em consideragao durante o desenvolvimento das etapas do downstream
process. A fim de atingir a pureza exigida rigorosamente pela industria
biofarmacéutica, que muitas vezes excede 99%, sdo necessarias algumas etapas de
cromatografia. A cromatografia permite alta resolugdo e tem sido tradicionalmente a
principal técnica utilizada para purificagdo e polimento de proteinas. No entanto, é
também o que envolve maior custo nos processos de purificagdo, principalmente
devido ao alto valor das resinas utilizadas e ao longo periodo de tempo de cada etapa.
Além disso, a industria biofarmacéutica ainda enfrenta limitacdes praticas em termos

de aumento de escala (Jozala et al., 2016; Weelwright, 1989).
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Figura 2. Esquema de valvulas do homogeneizador de alta pressao.
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1.1.6 Cromatografia

A cromatografia € uma técnica de purificagdo muito efetiva com uma ampla
gama de aplicagdes e atualmente representa a escolha favorita no desenvolvimento
de bioprocessos devido a sua capacidade de alta resolucdo. O principio de separagao
baseia-se nas diferencas de afinidade entre as espécies transportadas por uma fase
movel fluida em direcdo a uma fase estacionaria sélida. Quando uma amostra é
introduzida e transportada pelo eluente ao longo da coluna, alguns de seus
componentes interagirdao mais fortemente com a fase estacionaria, gerando perfis de
concentragao que percolam a coluna cromatografica a diferentes velocidades (Jozala
et al., 2016; GE Healthcare, 2010).

As espécies menos retidas serédo eluidas da coluna antes do que as mais
retidas, eventualmente permitindo a coleta dos produtos de interesse com um grau de
pureza elevado. Com base na interacdo entre a fase estacionaria solida e a
biomolécula de interesse, técnicas cromatograficas podem ser resumidas em cinco
classes: 1- afinidade, 2- troca ibnica, 3- interagdes hidrofdbicas, 4- exclusao molecular
e 5- modo misto (Jozala et al., 2016). Na cromatografia de afinidade, a proteina de
interesse € capturada através do bioreconhecimento do tag ou cauda. Esta pode ser
uma proteina A, por exemplo, utilizada com frequéncia na purificagao de anticorpos
ou uma cauda de poli-histidina, onde as proteinas marcadas tém afinidade seletiva
para Niquel (Ni?*) e varios outros ions metalicos, que podem ser imobilizados em
meios cromatograficos usando quelantes. Consequentemente, uma proteina
contendo uma cauda de histidina se liga seletivamente a meios carregados com ions
metalicos, e as outras proteinas ndo se ligam ou se ligam fracamente. Esta técnica
cromatografica é frequentemente denominada cromatografia de afinidade de ions
metalicos imobilizados (IMAC). Em geral, a proteina marcada com histidina é o ligante
mais forte entre todas as proteinas em um extrato de amostra bruta (por exemplo, um
lisado bacteriano). A utilizagdo desta estratégia € simples e muito conveniente para
se trabalhar com ampla utilizagdo, sendo muitas vezes a unica etapa de purificacao
utilizada para obtencgao da proteina de interesse. Quando é necessario um maior grau
de pureza do produto, muitas vezes € preciso a adicdo de outras etapas de
purificacdo, sendo crucial a combinag&o das técnicas de purificagdo (Saraswat et al.,
2013; GE Healthcare, 2010). A utilizagao da cauda de histidina como estratégia de
purificacdo tem diversas vantagens, tais como: producédo da proteina em diferentes

sistemas de expressado, obtengdo da proteina com grau de pureza elevado e alto
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rendimento, facilidade na detecg¢ao da proteina em imunoensaios com anticorpo anti-
histidina e baixa influéncia na conformacdo da proteina. A IMAC é comumente
utilizada como uma estratégia de purificacdo de proteinas tanto no meio académico
quanto na industria (Cheung et al., 2012). Além disso, varias proteinas candidatas a
uso terapéutico foram purificadas através desta metodologia (Salavatifar et al., 2015;
Sharma et al., 2012; Tripathi et al., 2012). Embora a cromatografia de afinidade possa
ser um metodo muito util em termos de seletividade e afinidade, nunca é utilizada de
forma independente para a purificagdo de proteinas recombinantes, principalmente
devido ao fato de que o acesso a ligantes adequados é frequentemente escasso e
contaminagdo com endotoxinas também deve ser levada em consideragao (Saraswat
et al., 2013).

A técnica cromatografica de gel filtragcdo é de simples uso e permite a
separagcdao de moléculas com diferencas de massa molecular, sendo também
chamada de cromatografia de exclusdo molecular (do inglés: size exclusion
chromatography — SEC), onde os tempos de retengcéo para moléculas maiores s&o
mais curtos do que para analitos menores e, portanto, esta propriedade permite
eficiéncia na separacao. Devido a sua baixa resolugcao e excelentes propriedades
dessalinizadoras, a SEC é utilizada principalmente como um passo de polimento
quando o volume for reduzido e a remocao de agregados e uma mudanca de solugao
sao necessarias. Além disso, os volumes de amostras necessarios para a SEC sao
muito pequenos portanto, € necessario um passo de concentracdo aumentando assim
os custos associados ao processo. A fim de garantir uma boa resolugdo com a SEC,
colunas longas e fluxo baixo s&o necessarios devido a aumento de pressdo e ambos
os fatores reduzem a produtividade. Essas questdes acima mencionadas sao
desvantagens fundamentais da SEC em ambientes industriais. A ultrafiltracao de fluxo
tangencial pode concentrar e trocar tampao em um unico passo e esta metodologia
vem gradualmente substituindo a SEC no desenvolvimento de bioprocessos
(Saraswat et al., 2013; Houde e Berkowitz, 2015).

A cromatografia de troca ibnica separa as proteinas baseada em diferengas na
carga de superficie proporcionando uma separagado de alta resolugdo com alta
capacidade de carga da amostra (Fekete et al., 2015). A separagédo € baseada na
interacao reversivel entre uma proteina carregada e a resina com a carga oposta. As
proteinas alvo séo concentradas durante a ligagao e coletadas de forma concentrada.
A resina pode ser usada com altos fluxos porque a cinética de ligagcédo para o IEX é
rapida. A carga de superficie liquida das proteinas varia de acordo com o pH da
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solugao onde a proteina foi solubilizada. Quando a proteina em solugéo, encontra-se
em pH acima do seu ponto isoelétrico (pl), a proteina se liga a um permutador de
anions com carga positiva; quando abaixo do seu pl, uma proteina se liga a um
permutador de cations carregado negativamente. No entanto, mesmo que a proteina
tenha uma carga negativa liquida, ela pode se associar negativamente a um trocador
de cations carregado, porque podem haver regides carregadas positivamente na
superficie da proteina que podem ser suficientes para a ligagdo a matriz. Isso pode
acontecer com o caso oposto também. A proteina é eluida utilizando altas
concentracdes de sal, sendo o NaCl mais utilizado pelo fato de proporcionar efeitos
de salting-out menos impactantes para a proteina evitando assim sua agregacao
(Saraswat et al., 2013). A ligagao inesperada ou auséncia de ligagdo também pode
acontecer e ser causada por mudancas de pH no microambiente da resina. A IEX
pode ser usada em qualquer parte de um procedimento de purificacdo de multiplos
passos podendo ser utilizada também para ligar impurezas como DNA e LPS,
permitindo que a proteina alvo passe pela resina sem se ligar (Magalhaes et al., 2007,
Saraswat et al., 2013; GE Healthcare, 2010; Hernandez et al., 2016).

A cromatografia de interagdo hidrofébica (HIC) separa proteinas com
diferengas na hidrofobicidade. O método € adequado para a captura ou para etapas
intermediarias da purificacdo. A separacado € baseada na interagao reversivel entre
uma proteina e a superficie hidrofébica da matriz cromatografica. A interacéo é
aprimorada pelo tampao de alta forga idnica, o que torna a HIC uma excelente etapa
de purificagao apds precipitacdo com sulfato de aménio ou eluicdo em alto teor de sal
como acontece na IEX. Nao ha teoria universalmente aceita sobre os mecanismos
envolvidos na HIC. Muitos componentes da amostra se ligam a resina em solugao de
alta concentracao idnica, tipicamente 1 a 2 M de Sulfato de Amdnio ou 3 M de Cloreto
de Sddio. As condigdes sdo entdo alteradas para que as substancias ligadas sejam
eluidas diferencialmente. A eluicdo geralmente é realizada diminuindo a concentragéo
do sal. As alteragbes sao feitas com um gradiente de sal decrescente continuo ou
usando a metodologia de step. Mais comumente, as amostras sdo eluidas com um
gradiente decrescente de Sulfato de Amonio. As proteinas sdo concentradas durante
a ligacéo e sao coletadas de forma concentrada e purificada (GE Healthcare, 2010;
Watson, 2017).
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1.1.7 Ensaios analiticos e caracterizacao

Os ensaios analiticos sao essenciais para acompanhar o progresso da
purificacdo. Inicialmente, eles sdo necessarios para o desenvolvimento da
metodologia de expressao, preparacdao de amostras e as diferentes etapas de
purificacdo, e mais tarde para analise do resultado das diferentes etapas no fluxo de
trabalho de producdo da proteina de interesse. S&o realizadas analises para
determinar a qualidade da preparacao final e apds a purificagao, a caracterizagao da
proteina alvo é possivel usando uma ampla gama de métodos analiticos fisicos e
quimicos (Vedadi et al., 2010).

O desenvolvimento de um protocolo de purificacdo é facilitado por informagdes
analiticas, como a identidade da proteina obtida e a concentragao da proteina alvo,
proteina total e impurezas. Durante o desenvolvimento da metodologia de purificagao
de uma proteina, existem varios paradmetros que devem ser otimizados como
rendimento, pureza e atividade. A determinagao da concentracao de proteinas totais,
concentragdo da proteina alvo, atividade e a pureza s&o geralmente avaliagbes
necessarias no desenvolvimento e estabelecimento de protocolos de purificagao de
proteinas e para a determinacdo da qualidade da preparacao (Rataniji et al., 2014;
Carta e Jungbauer, 2010). A analise da homogeneidade do tamanho, ou seja, a
determinacdo do estado de associagao da proteina alvo, também é importante. A
auséncia de agregados numa composi¢ao proteica € um requisito para muitas
aplicagdes, estes podem ser formados durante a expressao, mas também pode ser
um resultado da instabilidade da proteina que pode ter levado a agregagao durante a
purificagdo (Ratanji et al., 2014; GE Healthcare, 2010).

De acordo com o guia da Administracdo americana de alimentos e
medicamentos (do inglés: United States Food and Drug Administration - USFDA) para
controle na industria de vacinas e produtos relacionados (do inglés: Guidance for
Industry Content and Format of Chemistry, Manufacturing and Controls Information
and Establishment — Description information for a Vaccine or Related Product — 1999),
deve ser realizada a caracterizacdo da substancia, demonstrando sua pureza,
identidade, poténcia e estabilidade. As avaliagdes foram divididas em: caracterizacao
bioldgica e fisico-quimica do produto.

Dentre os ensaios para caracterizacao fisico-quimica estdo: sequenciamento
nucleotidico e/ou de aminoacidos, eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

(SDS-PAGE), focalizagdo isoelétrica, ressonéncia magnética nuclear (RMN), métodos
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cromatograficos, ensaios para detectar proteinas relacionadas, incluindo oxidadas,
processadas e formas agregadas e outras variantes, como substituicbes de
aminoacidos e derivados, diferentes métodos cromatograficos, determinagcdo dos
contaminantes do processo, como: uréia (se for o caso), DNA e proteinas residuais
do hospedeiro, e endotoxinas. Dentre 0s ensaios para caracterizagéo bioldgica, estao:
demonstragao da identidade através de Western blot e ELISA, sorotipagem, testes de
neuroviruléncia, estudos de inativagéo e neutralizagao (se for o caso), além disso deve
ser fornecida uma descricdo com os resultados de todos os testes bioldgicos in vivo e
in vitro relevantes (bioensaios) realizados no lote padrao de referéncia do fabricante
(se houver) ou outros lotes relevantes para demonstrar a poténcia e a(s) atividade(s)
da substancia. De acordo com o guia da Administragdo americana de alimentos e
medicamentos (do inglés United States Food and Drug Administration - USFDA) para
submissdo de produtos derivados da tecnologia do DNA recombinante para uso in
vivo de 1996 (do inglés: Guidance for Industry for the Submission of Chemistry,
Manufacturing, and Controls Information for Therapeutic Recombinant DNA-Derived
Product or a Monoclonal Antibody Product for In Vivo Use, 1996), dentre os controles
de processo esta a validacao dos estudos relativos ao processo de purificacdo e a
demonstracdo da remocao de substancias estranhas ao processo, como produtos
quimicos utilizados na purificagcdo, contaminantes da coluna, endotoxinas,
antibioticos, DNA e virus se for o caso. Ainda de acordo com a USFDA, recomenda-
se que as preparagdes vacinais tenham no maximo 10 ng de DNA residual por dose
(Hernandez et al., 2016)

Endotoxinas devem ser removidas das proteinas preparadas de bactérias gram-
negativas, como E. coli, antes de sua administragdo em humanos e animais a fim de
evitar qualquer efeito colateral adverso, que pode ser muito intenso e causar febre,
tremores, hipotens&o e coagulagdo intravascular (Ongkudon et al., 2012). Brito e
Sighn (2011), em sua revisdo sobre os limites quantitativos de LPS em diferentes
vacinas, recomendam algumas concentracbes de LPS, e de acordo com a
Farmacopéia americana (do inglés, United States Pharmacopeia — USP) da
Administracdo Americana de Alimentos e Medicamentos (do inglés, United States
Food and Drug Administration - USFDA) e a Agéncia Européia de Medicamentos (do
inglés, European Medicines Agency - EMEA) essas informagbes podem ser
visualizadas na Tabela 3. Estes limites sdo recomendacdes, uma vez que 0s
fabricantes nao divulgam as especificagdes relativas a quantidade de endotoxinas do
seu produto final. E importante destacar que os niveis de endotoxinas sdo especificos
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para cada tipo de vacina e muitas vezes uma regra geral e sem excegdes pode ser
muito restritiva, portanto essa analise deve ser feita produto a produto (Brito e Sighn,
2011).

Tabela 2. Niveis de endotoxina recomendados para os diferentes tipos vacinais

Nivel maximo de LPS recomendado

Tipo de vacina (EU/mL)
Vetorizada <10
Subunidade <20
Polissacarideo <20
Atenuada <200
Inativada <500
Toxoide < 200.000

A qualidade da preparagao final da proteina é geralmente determinada
usando os mesmos métodos utilizados no desenvolvimento do protocolo de
purificacdo. Uma vez que a proteina € obtida com grau de pureza elevado e analises
fisico-quimicas sao realizadas para caracterizar melhor a proteina alvo, dentre estas,

a verificagado da integridade da sequéncia (Choi et al, 2006).

1.1.8 Estabilidade proteica

Grande parte dos processos de purificagao exigem que a proteina seja isolada
e que esteja na sua forma ativa. Cada etapa do processo oferece o risco de diminuigéo
da atividade proteica e perdas minimas ndo podem ser evitadas e geralmente s&o
aceitas.

A etapa de preparo da amostra € um passo especialmente critico porque a
amostra pode conter proteases que podem rapidamente degradar a proteina alvo.
Além disso, uma alta concentracdo de outros componentes na amostra podem se
associar a proteina alvo, causando agregacédo e, portanto, perda da mesma. A
estabilidade das proteinas deve ser atendida durante todo o fluxo de processo de
purificacdo e também para seu armazenamento (Ratanji et al., 2014).

A perda de atividade protéica pode ter varias causas, como por exemplo:
problemas com o ensaio de atividade, inibidores na amostra, perda de estrutura
terciaria e quaternaria, agregacao (insolubilidade) e diminuicdo da solubilidade,

precipitacao, clivagem proteolitica, adsorgao inespecifica em colunas, recipientes ou
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outros equipamentos, perda de subunidades caso seja um complexo protéico, perda
de cofactores ou coenzimas, modificagdes quimicas. As causas acima podem ocorrrer
devido a: presenga de impurezas prejudiciais, por exemplo, proteases, mudangas nas
condicdes da solugao durante a purificacdo, dessalinizacdo ou troca de tampao,
concentracao da proteina, diluicdo de proteinas, e mudancas de condigao fisica, por
exemplo, congelamento e descongelamento ou aumento da temperatura (Ratanji et
al., 2014; Wang et al., 2010).

Diferentes métodos analiticos podem ser usados para monitorar a integridade
protéica, um deles é através da realizagdo de um estudo completo da janela de
estabilidade da proteina alvo. Isso pode ser realizado passo a passo por: 1) alterar as
condicdes de pequenas aliquotas da proteina alvo através da troca do tampéao no qual
a proteina se encontra solubilizada, mudanca de temperatura, ou exposicido da
proteina ao tratamento de interesse; 2) incubagado possivelmente a temperatura
elevada para estudo acelerado; e 3) analise da atividade (GE Healthcare, 2010; WHO,
2011).

De acordo com a Organizagdo mundial de Saude (WHO) em sua orientagao
sobre avaliacdo da estabilidade em vacinas (do inglés: Guidelines on stability
evaluation of vaccines - 2011), a temperatura é o fator ambiental mais critico que pode
afetar diretamente caracteristicas de uma vacina. Os testes de estabilidade se
baseiam na determinacdo da mudanca na propriedade de uma vacina que pode ser
um indicador direto ou indireto da sua imunogenicidade e consequentemente eficacia.
Os testes exigidos para a caracterizagdo da vacina como atividade bioloégica (por
exemplo, poténcia e toxicidade especifica), devem ser realizados antes ou apos a
exposi¢cao da vacina a: 1- temperatura de armazenamento recomendada (estudo nas
condicdes reais de armazenamento em tempo real, ou 2- temperaturas acima das
recomendadas para armazenamento (estudos de estabilidade acelerada), a fim de
verificar alguma possivel variabilidade. Estes testes tambem servirdo como indicativo

da faixa de temperatura na qual a proteina pode ser estocada.

1.2 JUSTIFICATIVA

A leptospirose é uma das doengas mais negligenciadas sendo a zoonose mais
difundida em todo mundo e que a cada ano 1 milhdo de casos s&o notificados, sendo
que 50.000 destes vao a obito. O aumento do numero de casos de leptospirose esta

diretamente associado com a desigualdade social e (globalizagdo, e
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proporcionalmente ao numero de pessoas residindo em ambientes insalubres, sem
saneamento basico e acesso a servigos basicos de saude. A fim de evitar o avango
da doenca, medidas preventivas devem ser tomadas e a vacinagao € uma delas.
Atualmente existem trés vacinas disponiveis no mundo para o controle da leptospirose
humana, entretanto estas sdo baseadas em Leptospiras inativas (mortas), mas sua
eficacia de protecdo é de curta duragdo e sorovar especifica, e além disso com alto
grau de reatogenicidade. Desta forma, existe uma real necessidade de desenvolver
vacinas eficazes, seguras e que protejam contra diferentes espécies e sorovares. A
abordagem de desenvolvimento de vacinas recombinantes € uma alternativa nesse
sentido para obtengdo de uma nova vacina contra esse patdogeno. Diante disso,
diversos grupos vém trabalhando na busca de candidatos vacinais para chegar a uma
vacina recombinante e entre elas se destacam as proteinas Ligs, cujo potencial para

diagndstico e vacina ja foram demonstrados.

As proteinas Ligs s&o componentes da superficie da leptospira, presentes em
todos os sorovares das espécies patogénicas e expressas somente durante a
infeccdo. Além disso, varias evidéncias na literatura indicam que essas proteinas
estejam envolvidas na viruléncia de Leptospiras. O nosso grupo publicou e patenteou
a aplicagao dessas proteinas para diagnostico e vacina em 2007 (Silva et al., 2007),
descrevemos a clonagem e expressao dos fragmentos de Ligs, dentre estes a porgéo
C-terminal de LigA (que equivale a regiao nao idéntica, denominada LigANI) e seu
potencial vacinal foi demonstrado, induzindo niveis de protecdo de 67-100% em
desafio letal em hamsters. No ano de 2012 (Nabity et al., 2012) publicamos um novo
artigo destacando também a aplicagdo de LigANI no desenvolvimento de um ensaio
diagndstico para leptospirose baseado no formato de teste rapido. Atualmente, Bio-
Manguinhos tem no seu portfélio de Kits para diagnostico o DPP- Leptospirose, o qual
tem na sua formulag&o o antigeno LigANI.

Diante do potencial da proteina LigANI como ferramenta de diagndstico e
candidata a uma vacina recombinante para leptospirose, foi considerada a
necessidade de obtengdo da proteina LigANI em quantidades e niveis de pureza
aceitaveis para o desenvolvimento de um produto bioldgico que é o objetivo central
deste estudo. Além disso, existem poucas informacdes a respeito das caracteristicas
bioldgicas e fisico—quimicas desse antigeno de Leptospira sp. patogénica. Para tal,
propomos neste trabalho estudar e caracterizar a proteina recombinante LigANi

através de ensaios fisicos-quimicos e biolégicos, a fim de termos um maior
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entendimento dos dados de eficacia de protecdo promovida pelo antigeno LigANI.
Além disso, se faz necessario este tipo de estudo quando uma proteina tem potencial
de aplicacdo terapéutica, seja como biofarmaco ou vacina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Estabelecer e padronizar as condi¢gbes de obtencéo da proteina recombinante LigANI

com alto rendimento e realizar sua caracterizacao fisico-quimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Otimizar o rendimento da proteina recombinante LigANI em cultivo em biorreator
de 2,5L.

2. Estudo e avaliagao das técnicas pré-purificativas (rompimento celular e clarificagéo
do lisado).

3. Estudar e desenvolver as metodologias de purificagao da proteina.

4. Avaliar e analisar o rendimento e os niveis de pureza.

5. Caracterizar fisico quimicamente e biologicamente a proteina recombinante.

6. Desenvolver e avaliar técnicas para controle do processo para obtengao da proteina
rLigANI.

7. Avaliar o escalonamento das técnicas pré-purificativas e de purificacao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo em fermentador para obtengdo da biomassa expressando a proteina
recombinante LigANI:

3.1.1 Padronizagao das condi¢cdes de cultivo iniciais em biorreator de 80 mL e
escalonamento do cultivo para biorreator de 2 litros:

A bactéria recombinante E. coli BL21 (DE3) Star / LigANI pET 100 (Silva et al.,
2007) foi cultivada em 50 mL de pré inoculo com a inoculagao do lote de trabalho
armazenado a -80 °C na diluigdo de 1:1000 em meio de TB (Terrific Broth) (Extrato de
levedura 23,6 g/L, triptona 11,8 g/L, Fosfato de Potassio dibasico 9,4 g/L, Fosfato de
Potassio monobasico 2,2 g/L), suplementado com ampicilina 100 pg/mL, glicose 1%
e glicerol 0,4%, a 37°C durante 6 horas a 200 rpm em frascos Erlenmeyer de 250 mL.
Apods este periodo, o volume total do pré-inoculo foi recolhido em tubos estéreis e
armazenado a 4°C. Previamente ao esfriamento, uma amostra foi plaqueada em meio
agar para determinar o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) do in6culo
do bioreator. No dia seguinte, foram preparados os biorreatores de 80 mL (Biopod
Fogale) e volume de trabalho de 70 mL de meio de TB contendo glicose 1% e
ampicilina 100 pg/mL. Estes reatores foram inoculados com 1x10° UFC/mL. Os
crescimentos para avaliagao experimental das diferentes condigdes foram realizados
de acordo com a tabela 3. Em todas as culturas, a indugéo foi realizada apds uma
mudanca de temperatura de 37 para 28°C. No proximo passo foi realizado o cultivo
em um biorreator 2,5 L e volume de trabalho de 2 litros (New Brunswick, EUA), o qual
foi inoculado seguindo as condigdes estabelecidas e otimizadas no microbioreator,

obtidas a partir das analises do planejamento experimental.

Tabela 3. Planejamento experimental considerando fatorial 22 para duas variaveis:
tempo de pré inducao e concentragao de IPTG

Variavel -1,41 -1 0 +1 +1,41

Tempo de pré-inducao (min) 30 47 90 133 150

Concentragéo de IPTG (mM) 0,1 0,23 0,55 0,87 1,0

Para a produgao da biomassa produzida em biorreator de 2 litros, o pré-indculo

foi preparado a partir do lote de trabalho armazenado a -80°C. O lote de trabalho foi
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diluido na proporgéo de 1: 1000 em meio TB contendo 1% de glicose e 100 ug/mL de
ampicilina, num volume total de 500 mL e incubado sob agitacdo de 200 rpm por
aproximadamente 16 horas a 37°C. Apods o cultivo o pré-indculo de1x10° UFC/mL foi
inoculado ao fermentador de 2,5 L. A densidade 6tica (600 nm) foi monitorada até 5-
6 e a expressao da proteina foi induzida com a adigdo de IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) 0,1 mM, a partir desse momento a temperatura de cultivo foi
reduzida para 30°C e permaneceu por 6 horas de cultivo. A biomassa produzida foi
centrifugada a 1556 x g por 15 minutos e armazenada a -20°C até o momento da

ruptura celular.

3.1.2 Controle de processo do cultivo em fermentador:

Como controle de processo, foram realizados: avaliacdo da expressao da
proteina recombinante através de eletroforese em gel de poliacrilamida, analise da
viabilidade celular, e avaliagdo da identidade do gene ligANi. A fim de monitorar
possiveis mutagdes durante o cultivo celular, a identidade genética foi checada
através do sequenciamento nucleotidico a partir de amostras retiradas durante a
fermentacdo em dois momentos: antes do momento da adigdo do IPTG ao cultivo e
ao término do experimento. Foi feita a extragao plasmidial utilizando o kit High pure
plasmid isolation kit (Roche) seguindo as orientagdes do fabricante. A reagédo de
sequenciamento é preparada utilizando 300 ng do DNA plasmidial, 2 uL do reagente
Big Dye, 2 pL do tampé&o Big Dye e 1 pL de oligonucleotideo, totalizando 10 pL de
volume de reacdo. As sequéncias iniciadoras utilizadas estao indicadas na tabela 4
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Tabela 4. Sequéncias iniciadoras utilizadas na avaliagao da integridade do DNA
plasmidial dos cultivos celulares

Oligonucleotideo Posigao (pb) Sequéncia
LigA dominio 7- F 1891 5 CAC CCT TAC CGT TTC CAA CAC AAAC 3
LigA dominio 11- F 2827 5 CAC CAG AAT AGC TTC AAT CGA AGT AA 3
LigA/BNI PET- F 1873 5 CAC CTC CTC TAA TAC GGA TAT T 3
LigANI 400-800 F 2273 5 ACT CCC GCT GTTCTTACT TCAA 3
LigANI 1200-1600 F 3073 5 TTC TAC TAC CTT GTATGT CAC TTC TGC 3
LigANI 1600-1800 F 3473 5 CTT CAG CTT ACG GAT CTT GTGAC 3
LigA R 3674 5 GGTCTAGATTATGGCTCCGTTTTAATAGAG 3’
LigA Middle NI R 2830 5 TTA AGC TAT TCT TGC CGG AGT AAC 3’
LigANI 300-700 R 2573 5 AGC ACA ATC TCAGTAAGT TCC G 3
LigANI 700-1100 R 2973 5 AGC ACA ATC TCA GTAAGT TCC G 3
LigANI 1500-1800 R~ 3673 5 TGG CTC CGT TTT AAT AGA GGC 3’

As reacgodes foram amplificadas em termociclador (Applied Biosystems — modelo:
Veriti) de acordo com o programa: desnaturacao inicial de 96°C por 1 minuto, em
seguida foram realizados 25 ciclos de 96°C por 1 minuto, 50°C por 5 segundos, e 60°C
por 1 minuto. As reacdes foram armazenadas a temperatura de 2-8°C e transferidas
para a placa optica de sequenciamento (MicroAmp — Applied Biosystems). Em
seguida, as reagdes foram purificadas de acordo com o protocolo do fabricante e o
sequenciamento automatico das amostras foi conduzido no analisador genético de 24
capilares (Thermo Fisher Scientific - modelo: 3500xL). Para alinhamento e analise das
sequéncias foi utilizado o programa DNA star, os eletroferogramas resultantes foram
avaliados em comparagdo ao sequenciamento nucleotidico do lote de trabalho
(realizado previamente) e a sequéncia de bases do gene ligA depositada no GenBank.

3.2 Estabelecimento do processo de lise e clarificagdo para obtencdo da proteina
recombinante LigANI:

Para a lise da biomassa e a clarificagao para obtencado da proteina rLigANI
foram avaliadas trés diferentes metodologias de rompimento celular: sonicagéo,
prensa e homogeneizador. Na sonicagdo, a biomassa umida bacteriana foi
ressuspensa em solugao tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, Cloreto de
Saodio (NaCl) 500 mM, Triton X-100 0,1% (Tampé&o de lise) numa proporgéo de 1 g
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para 10 mL, obtendo-se assim o extrato total. Este material foi mantido sob agitagao
em banho de gelo por 30 minutos e em seguida foram realizados 4 ciclos de sonicag&o
de 1 minuto, com intervalos de 1 minuto entre cada ciclo e com amplitude fixa de 70%
(Misonix — XL-2000 series).

O rompimento da biomassa na prensa foi realizado no equipamento da marca
Thermo Electron Corporation, localizado no Laboratério de Esquistossomose
Experimental (IOC/Fiocruz). A biomassa foi ressuspensa em tamp&o Tris-HCI 20 mM
pH 8,0, EDTA 1 mM, NaCl 500 mM, Triton X-100 0,1% na temperatura de 4°C na
proporgao de 1 g para 10 mL. O lisado celular foi mantido sob agitagdo em banho gelo
por 30 minutos e re-circulado na prensa por cinco vezes sob uma pressao maxima de
1900 psi. O extrato total foi mantido sob refrigeracao por todo o processo. Ao final da
lise, 0 material foi coletado e mantido sob refrigeragao para analises e processamento.

O rompimento no homogeneizador foi realizado no equipamento da GEA Niro
Soavi modelo: NS1001L2K. A biomassa foi ressuspensa no mesmo tampao,
condigdes e proporgdes descritas citadas acima. O homogeneizador foi previamente
refrigerado com o banho refrigerado ultratermostato (Nova Etica), afim de que o
processo de rompimento ocorra sob refrigeragcdo com objetivo de prevenir a
desnaturacao das proteinas no extrato total. O equipamento foi previamente lavado
com o tampéo de lise e a temperatura interna estabilizada a 4°C. Apos essa etapa, o
extrato total foi aplicado no equipamento e o mesmo ajustado de forma a manter uma
velocidade de 55 rpm e pressao interna de 800 bar. O extrato total foi recirculado no
sistema por 10 minutos e ao término desta etapa, o material foi recolhido e aplicado
um volume adicional de tamp&o no equipamento com objetivo de recuperar o material
no volume morto no interior do sistema, e este foi adicionado ao extrato total.

Nos trés processos de rompimento da biomassa o extrato foi centrifugado a
15455 x g por 30 minutos a 4°C (Eppendorf — modelo 5810R) com objetivo de separar
a fragao soluvel da insoluvel. A seguir a fragdo soluvel foi filtrada em Millex 0,22 ym
PVDF e submetida ao processo de purificagao.

As eficiéncias do rompimento celular dos processos foram monitoradas através
da avaliacao da viabilidade celular. O extrato total e a fragao soluvel foram plaqueados
em meio Luria Bertani (LB) / agar contendo 100 pg/mL de ampicilina e foi verificada a
presenca de células viaveis ou ndo apds o processo de lise da biomassa. O extrato
total foi diluido 10%/mL e 103/mL, enquanto a fragéo soltvel em 10'/mL e 10%/mL. A
seguir foram plaqueados 100 pL de cada diluigdo em meio LB/amp e incubado a 37°C
por 16 horas.
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3.3 Padronizacao e Estabelecimento dos Protocolos de Purificagao da proteina
recombinante LigANI:

3.3.1 Cromatografia de afinidade por ions metalicos (IMAC):

Apos o processo de filtracdo da fragao soluvel em membrana PVDF 0,22 um,
essa foi submetida ao processo de purificagdo pelo método de cromatografia de
afinidade com objetivo de isolar a proteina recombinante LigANI. A cromatografia foi
realizada no equipamento Akta Pure 25 (GE Healthcare) em coluna Histrap HP 5 mL
(GE Healthcare). Foram avaliadas diferentes condigdes de purificagdo da proteina
LigANI: concentragédo de NaCl (100-500 mM), concentrac&o de Imidazol nas lavagens
(30-60 mM) e quantidade de proteina total aplicada a coluna. As condi¢des otimizadas
estao descritas abaixo. A resina foi equilibrada com cinco volumes de coluna de
tampao de equilibrio Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, Triton X-100 0,01%,
Imidazol 20 mM num fluxo de 5 mL/minuto e mantido durante todo o procedimento.
Em seguida, a amostra contendo 500 mg de proteinas totais foi aplicada e a coluna
foi lavada com 10 volumes de coluna do tampao de equilibrio. A seguir, outra etapa
de lavagem foi realizada com 10 volumes de tamp&o Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl
500 mM, Triton X-100 0,01%, Imidazol 30 mM. Apds a etapa descrita acima, a
proteina recombinante foi eluida da resina com tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl
500 mM, Triton X-100 0,01%, Imidazol 80 mM e coletada até a observacgao da reducéo
da densidade optica (DO) de 280 nm até a linha de base. Ao final do processo de
purificacdo, a coluna foi lavada com tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 500 mM,
Triton X-100 0,01%, Imidazol 300 mM para eliminagado dos contaminantes adsorvidos

a resina.

3.3.2 Dessalinizagao da proteina recombinante LigANI

Nesta etapa, a proteina recombinante LigANI oriunda da IMAC foi submetida
ao processo de troca de tampao e dessalinizacdo. Foram avaliadas por duas
metodologias: filtragao tangencial e a cromatografia de gel filtragdo com o objetivo de
definir o processo e uma metodologia reprodutivel e escalonavel para minimizar as
perdas ao longo do processo.

A amostra na concentragdo de 100 mg de proteina foi submetida a filtracao
tangencial utilizando a membrana de polietersulfona de 30 kDa (SARTOCON Slice
200-Sartorius) em sistema Sartoflow Slice 200 (Sartorius) na presenca de trés
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diferentes tampdes: Tris-HCI 20 mM pH 8,0, Borato 50 mM pH 8,0 e Fosfato de Sddio
50 mM pH 8,0. Inicialmente, a membrana foi sanitizada com recirculagéo de solugao
de Hidréxido de Saodio 0,2 N por todo o sistema, que em seguida foi lavado com 3
litros de agua. Ao final do processo de lavagem, o sistema foi equilibrado com um dos
tampbes avaliados acima descritos. Preliminarmente ao inicio do processo de
filtragcéo, a velocidade da bomba peristaltica foi ajustada para 30 rpm com objetivo de
manter a pressdo transmembrana. O pH e a condutividade do sistema foram
monitoradas durante toda a etapa de equilibrio a fim de verificar e garantir a total

retirada do Hidréxido de Sddio.

Para o estabelecimento da metodologia de gel filtragao, inicialmente foi utilizada
uma coluna pré-empacotada de 5 mL (HiTrap Desalting - GE Healthcare). A resina foi
equilibrada com 5 volumes de coluna de tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,0, a seguir a
coluna foi carregada com 1,5 mL da proteina purificada, o equivalente a 1,5 mg. Apos
a aplicacdo da amostra, essa foi monitorada através do aumento da absorbéancia a
280 nm e a fragao de aproximadamente 3 mL referente a proteina de interesse foi
coletada para posterior analise. Apds o aumento da condutividade equivalente a saida

do sal da amostra, a resina pode ser re-equilibrada para uma nova corrida.

Com o estabelecimento das condigbes de dessalinizagdo por gel filtragdo, a
técnica foi escalonada para uma coluna XK50-60, empacotada com aproximadamente
1 litro de resina G-25 (medium — GE Healthcare), com capacidade de carregamento
de até 20 mL de amostra num fluxo de 25 mL/min. Foram realizadas diversas corridas
para obter uma preparacdo da proteina dessalinizada para uma proxima etapa de

purificagao.

3.3.3 Cromatografia de troca idnica (IEX):

Foram avaliadas diferentes resinas para avaliagdo da cromatografia de troca
anibdnica e catidnica, tais como: DEAE FF, Q FF, e Q XL (GE Healthcare), Capto MMC,
SP FF (GE Healthcare), CIM Multus e CIM Multus SO3 (BIA Separations).
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3.3.3.1 Cromatografia de troca catidnica:

Na tentativa de obter um paradmetro de comparacao foram avaliados os tampdes
A (Acetato de Sédio 25 mM pH 4,5) para equilibrio da amostra e resina, e para eluigao
foi avaliado o tamp&o B (Fosfato de Sédio (NaH2PO4) 50 mM, NaCl 1 M pH 8,0). A
coluna foi equilibrada com cinco volumes de coluna de tampao A, em seguida rLigANI
foi aplicada na coluna de duas formas: 1- dessalinizada previamente em tampao
acetato 25 mM pH 4,5 e diluida 5 vezes nesse mesmo tampéao Acetato, com objetivo
de evitar a etapa de dessalinizagdo entre as cromatografias de afinidade e troca iénica.
Apds a aplicacdo da amostra, a coluna a foi lavada com cinco volumes do tampéao A

e em seguida eluida com tampéo B.

3.3.3.2 Cromatografia de troca anibnica:

Foi feito um teste com tampéao Tris-HCI 20 mM com o pH variando na faixa entre e
7,0 a 10,0, com objetivo de identificar a faixa de pH que fosse mais eficiente para
ligagcao da proteina a resina QFF (GE Healthcare), para isto foram preparadas varias
aliquotas com 500 pL da resina em microtubos. Esses foram centrifugados a 5000
rom (Eppendorf — modelo: 5415D) por 1 minuto para retirada do alcool, a seguir foi
adicionado o0 mesmo volume de tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0 para
equilibrar a resina). O tubo com a resina foi homogeneizado por inversao 5 vezes e
em seguida centrifugado a 5000 rpm por 1 minuto (Eppendorf — modelo: 5415D). O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 900 uL da proteina LigANI purificada
e dessalinizada de acordo como descrito na etapa anterior. A amostra de proteina foi
incubada sob agitacdo a temperatura ambiente por 15 minutos e logo depois foi
realizada uma centrifugagao a 5.000 rpm por 1 minuto (Eppendorf — modelo: 5415D)
para separacdo das duas fases, onde o sobrenadante foi coletado para posterior
avaliagcdo. Aos microtubos contendo a resina, foram adicionados 1mL do tampéao de
equilibrio e repetida a etapa de centrifugagédo, o sobrenadante também foi coletado
para analise e em seguida foi feita a eluicdo da proteina com tampao Tris-HCI 20 mM
pH (7-10) contendo NaCl 1 M.

A partir do resultado obtido acima, as condi¢des selecionadas sao descritas abaixo.
A resina Hi Trap Q XL foi equilibrada com cinco volumes de coluna de tampéao Tris-
HCI 20 mM pH 8,0 num fluxo de 5 mL/minuto, que foi mantido durante todo o
procedimento. Em seguida, a amostra foi aplicada e a coluna foi lavada com 10

volumes de coluna do tampao de equilibrio, a seguir a proteina recombinante foi eluida
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da resina com tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 300 mM e coletada até a

observagéo da reducdo da densidade optica (DO) até a linha de base.

3.4 Metodologias de quantificagdo e avaliagdo de homogeneidade.

3.4.1 Quantificacdo de proteinas pelo método do acido Bicinchoninico (BCA)

O ensaio proteico BCA é livre de detergentes e baseia-se no &cido
bicinchoninico (BCA) para detecg&o colorimétrica. O método combina a redugéo dos
cations Cu*? a Cu*'! pelas proteinas em meio alcalino (0 método do biureto) com a
detecgéo colorimétrica selectiva e sensivel dos cations Cu*! através da reagéo destes
com o acido bicinchoninico. Foi utilizado o kit BCA protein assay (Pierce™), e as
quantificacbes foram realizadas em placas de 96 pogos de fundo chato. Foram
preparadas 5 diluigdes da curva padrdo com albumina bovina sérica (BSA) em tampao
PBS pH 7,4. Os pontos da curva variaram entre 0,1 mg/mL e 1 mg/mL. A solugéo final
de trabalho, contendo acido bicinconinico, foi preparada misturando na proporcéo de
50 partes do reagente ‘A’ em 1 parte do reagente ‘B’ de forma a ficar homogénea. Em
cada pogo da placa foram pipetados 25 puL das amostras acrescido de 200 pyL da
solucéo final de trabalho, anteriormente descrita. A placa foi incubada a 37°C por 30

minutos e a absorbancia das amostras foi lida a 562 nm em leitora de placas TECAN.

3.4.2 Quantificacdo da massa seca da proteina LigANI

Aliquotas de 1 mL da proteina LigANI purificada foram liofilizadas por 24 horas
(Liofilizador LioTop modelo: K105) a -100°C. A fim de garantir a secagem total das
amostras, estas foram armazenas em dessecador a temperatura de 40°C e uma vez
ao dia durante 1 semana foram pesadas a fim de verificar a manutencdo da massa
das mesmas e garantir a evaporacéo total da agua. A partir da massa obtida, foi feita
a curva padrao (2,5 — 30 ug) com a proteina LigANI para utilizagdo na quantificagéo

das amostras em diferentes etapas do processo.
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3.4.3 Densitometria

A fim de obter uma avaliacdo semi-quantitativa e pureza do material obtidas
ao longo do processo de purificagdo, foi utilizada a avaliagdo densitométrica. Foi
preparado um gel com um gradiente de SDS-PAGE 4-17% usando uma curva padrao
com quantidades de LigANI purificada variando entre 2,5 a 30 ug (quantificada a partir
de massa seca) e a proteina LigANI recombinante foi aplicada numa concentragao de
20 ug totais considerando a quantificacédo obtida a partir do método de BCA. A
eletroforese foi realizada a 20 mA durante 12 horas. As bandas referentes as
diferentes concentracdes de proteina foram visualizadas apds incubagao com Gel
Code Blue Stain Reagent (Pierce, Rockford, lllinois) de acordo com as instrugdes do
fornecedor. O gel foi analisado por densitometria usando um Densitdbmetro Calibrado
Bio-Rad GS-800 e o programa QuantityOne 4.4.1 o qual informou a area percentual
da amostra LigANI avaliada. A curva padrdo foi determinada e a banda
correspondente a proteina LigANI foi delimitada para determinar a concentracéo de
acordo com a equacéao dada pelo programa QuantityOne 4.4.1. A pureza da proteina
foi determinada considerando a porcentagem de todas as bandas em uma canaleta.
As amostras do processo foram avaliadas desta forma também para calculo do

rendimento de cada etapa.

3.5 Producgao de soro hiperimune anti-LigANI em camundongos:

A formulagao experimental foi preparada utilizando a proporc¢ao de 200 ug da
proteina recombinante LigANI e 2 mg do adjuvante Hidréxido de Aluminio (Brenntag).
A formulagao foi preparada em uma quantidade suficiente para as trés imunizagoes.
A adsorgao do adjuvante a proteina foi feita a partir de incubagao overnight a 4°C sob
agitacdo e em seguida armazenada a 4°C até o momento das inoculagdes.

Foram selecionados seis camundongos da linhagem Balb/c com 4/6 semanas
para realizagao dos experimentos. Os animais foram submetidos a uma pré-sangria e
a primeira inoculacéo foi realizada um dia apés com 100 pL da formulagéo vacinal via
intramuscular contendo 30 ug da proteina recombinante LigANI, e o esquema de
vacinagao consistiu de trés (3) inoculagdes, com intervalo de quatorze (14) dias. Os
camundongos foram submetidos a trés (3) sangrias via plexo retro-orbital, respeitando
um intervalo minimo de 14 dias entre cada coleta. Dez semanas (10) semanas apés

o inicio do experimento foram sangrados por pung¢ao cardiaca.
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O sangue dos animais foi coletado de forma individual e este foi entdo incubado
por 1 hora a temperatura ambiente, em seguida a 4°C por mais 1 hora e centrifugado
para obtencdo do soro. Este foi aliquotado e armazenado a -20°C para posterior
analise.

Os experimentos foram realizados mediante ao protocolo do comité de ética
animal LW-18/13.

3.5.1 Titulagdo dos soros hiperimunes anti-LigANi

Os soros produzidos em camundongos foram avaliados individualmente por dot
blot para montagem de um pool de soros com os maiores titulos individuais. As
membranas de PVDF (PVDF transfer membrane - Thermo Fischer scientific) foram
cortadas e sensibilizadas com 500 ng da proteina recombinante LigANI. Apds a
secagem da proteina nas membranas, estas foram bloqueadas com Leite desnatado
5% diluido em PBS pH 7,4 contendo Tween 0,05% por incubagéo overnight a 4°C.
Apds o bloqueio, as membranas foram lavadas uma vez com PBS pH 7,4, Tween
0,05% e incubadas com os soros nas diluicbes de 1:1000 a 1:32.000 em PBS pH 7,4,
Tween 0,05%, BSA 0,25% por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacédo. A seguir
a incubagéao, as membranas foram lavadas com PBS pH 7,4, Tween 0,05% trés vezes
com intervalos de 10 minutos e as membranas incubadas com o anticorpo secundario
anti-lgG camundongo marcado com fosfatase alcalina na diluicdo 1:30.000 em PBS
pH 7,4, Tween 0,05%, BSA 0,25% por 1 hora a temperatura ambiente. Apds a
incubacao do anticorpo secundario as membranas foram lavadas de acordo com o
procedimento acima e reveladas com substrato para Fosfatase alcalina (Western blue
stabilized — Promega) por 10 minutos.

Os soros que obtiveram maior titulo foram selecionados para a montagem do

pool e posterior titulacdo e ensaios de antigenicidade.

3.6 Ensaio de antigenicidade para os antigenos recombinantes LigANI

Inicialmente os pools dos soros hiper-imunes anti-LigANI foram avaliados por
imunoblotting para determinagao do titulo. Dessa forma, foi realizado uma eletroforese
em gel de poliacrilamida preparativo na concentracéo de 12,5% a 20 mA por 1 h
aproximadamente, onde foi aplicado o volume contendo 5 ug de LigANI recombinante

de Leptospira interrogans sorovar Copenhani purificada na etapa de troca anibnica.
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Em seguida, esse gel foi transferido para uma membrana de PVDF em sistema Mini
Trans-Blot Cell (Bio-rad) por 1 hora a 100 V. Apds a transferéncia, a membrana foi
bloqueada overnight com Leite 5% diluido em PBS pH 7,4, Tween 0,05% e cortada
em tiras para posterior incubacado com os soros nas diluicbes de 1:16.000 — 1:256.000
em PBS pH 7,4, Tween 20 0,05%, BSA 0,25% por 2 horas a temperatura ambiente.
Apds a incubagdo, as membranas foram lavadas com PBS pH 7,4, Tween 0,05% trés
vezes com intervalos de 10 minutos. A seguir as membranas foram incubadas com ao
anticorpo secundario anti-IgG camundongo marcado com fosfatase alcalina na
diluicdo 1:30.000 em PBS pH 7,4, Tween 20 0,05%, BSA 0,25% por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds esta etapa as membranas foram lavadas de acordo com
o procedimento acima e reveladas com substrato para Fosfatase alcalina (Western

blue stabilized — Promega) por 10 minutos.

3.6.1 Avaliagao da reatividade cruzada entre as proteinas LigANI nas diferentes
amostras de Leptospiras patogénicas:

Em nosso laboratdrio foram clonadas, expressas e purificadas as proteinas
LigANI de diferentes sorovares patogénicos, dentre os quais: L. interrogans sorovar
Autumnalis, Canicola e Pomona. As proteinas recombinantes estocadas em freezer -
80°C foram descongeladas e quantificadas através do método de BCA. A
concentragdo de 1 pg destas foi submetido a SDS-PAGE 12,5% para posterior
avaliagao por imunoblotting. Assim, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5% a 20 mA por 1 h aproximadamente. Em seguida, as proteinas
foram transferidas para uma membrana de PVDF em sistema Mini Trans-Blot Cell
(Bio-rad) por 1 hora a 100 V. Apés a transferéncia, a reagao antigeno e anticorpo foi
realizada de acordo com o procedimento descrito acima, sendo a reag&o antigeno-

anticorpo realizada com pool de soro hiperimune anti-LigANI na diluicao de 1:64.000.

3.7 Ensaio de ades&o da proteina recombinante LigANI as proteinas de matriz
extracelular

Inicialmente foram avaliadas as concentragdes das proteinas de matriz e da
proteina LigANI a serem utilizadas nas avaliagbes. As proteinas de matriz: Colageno
tipo IV, Fibrinogénio, Fibronectina e Laminina (SIGMA) foram testadas com 0,5 e 1 ug,

e LigANI com concentragdes variando entre 0,125-1 ug. A partir destes resultados
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foram determinadas as diluigdes do anticorpo primario (anti-Histidina — SIGMA
referéncia: H1029) e secundario (anticorpo IgG anti-camundongo marcado com
peroxidase — SIGMA referéncia: A9044). Uma vez que o valor da DO destas
avaliagdes foi muito baixo, as concentragdes das proteinas de matriz e da proteina

recombinante LigANI foram aumentadas e as diluicdes dos anticorpos revalidadas.

Placas de 96 pogos (NUNC-Maxisorp) foram sensibilizadas com as proteinas de
matriz Fibronectina, Fibrinogénio, Colageno e Laminina nas concentragbes de 1, 2, 5
e 10 pg diluidas em tampéo Carbonato Bicarbonato pH 9,6 e incubadas a 4°C
overnight. Apds sensibilizagao as placas foram lavadas uma vez com tampao PBS pH
7,4, Tween 0,05% e adicionada a solugao de bloqueio contendo Leite desnatado 10%
e albumina bovina (BSA) 0,5% diluida em PBS e incubadas por duas horas a 37°C.
Na etapa seguinte as placas foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,4, Tween 0,05%
e foi adicionada a proteina recombinante LigANI purificada nas concentragdes de
0,25, 0,5, 1 e 2 pg por pogo e incubadas a 37°C por 1 hora e em seguida foram
realizadas trés lavagens com PBS Tween 20 0,05%. Como controles do teste foram
utilizadas as proteinas: LigB7-11 de L. interrogans Copenhageni, como controle
positivo (Lin et al., 2010) e PsaA de Streptococcus pneumoniae (Larentis et al., 2011)
como controle negativo. Para LigB 7-11 foi utilizada a concentragao de 0,5 uM e para
PsaA a concentragao foi de 2 uM (maior concentragado de LigANI utilizada no teste).
A seguir o anticorpo anti-Histidina (SIGMA) foi adicionado na diluicdo de 1:1.500 em
PBS e incubado a 37°C por 1 hora. Apds o periodo de incubagdo com o anticorpo
primario foram realizadas lavagens de acordo com procedimento descrito acima e
adicionado o anticorpo IgG anti-camundongo marcado com peroxidase (SIGMA) na
diluicdo de 1:15.000 em PBS e incubado por 1 hora a 37°C. Ao término deste periodo,
as placas foram lavadas de acordo com o descrito acima e realizada a etapa de
revelagao, adicionando 100 pL do substrato Tetrametilbenzidina (TMB - Bio-rad) por
poco, e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos ao abrigo da luz, e em
seguida foram adicionados 50 pL de acido sulfurico 2 N por pogo para parar a reagao.

A leitura da placa foi feita a 450 nm em leitora de placas (TECAN).
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3.8 Ensaios de caracterizagao fisico-quimica da proteina LigANI purificada

3.8.1 Determinacao do ponto isoelétrico:

O ponto isoelétrico (pl) foi estimado a partir de focalizagao isoelétrica em gel de
poliacrilamida (IEF-PAGE), conforme Phamacia Biotech (1990). Foi utilizado um gel
comercial PhastGel® (GE Healthcare) com gradiente de pH 3 a 9 e padrdes de pl de
3 a 10 Broad (GE Healthcare), cujas proteinas padrbes sao: amiloglicosidase (pH
3,50), inibidor de tripsina de soja (pH 4,55), B-lactoglobulina A (pH 5,20), anidrase
carbdbnica B bovina (pH 5,85), anidrase carbbénica B humana (pH 6,55), mioglobina
acida de cavalo (pH 6,85), mioglobina basica de cavalo (pH 7,35), lectina acida de
lentilha (pH 8,15), lectina intermediaria de lentilha (pH 8,45), lectina basica de lentilha
(pH 8,65) e tripsinogénio (pH 9,30). As amostras foram aplicadas no gel em triplicata,
com o pente com a capacidade de aplicacao de 1 pL e 8 amostras. A eletroforese foi
realizada no equipamento PhastSystem® (GE Healthcare) com corrente constante de
2.5 mA, voltagem de 2.000 V e duragéo de 30 minutos. A revelagao do gel foi feita em
solugao aquosa contendo o corante de Coomassie Brilliant Blue R350 (PhastGel Blue
R, GE Healthcare) diluido em Metanol 0,1% e acido acético 10%. Apos 1 hora de
incubagdo com o corante a temperatura ambiente, o gel foi descorado por meio de
lavagens sucessivas com solu¢ao de metanol 30% e acido acético 10%. Em seguida,
o gel foi digitalizado e a densitometria das bandas eletroforéticas foi realizada no

programa ImageMaster® 1D Prime V3.01.

3.8.2 Determinagao da estrutura secundaria da proteina recombinante LigANI por
Dicroismo Circular (DC):

As amostras da proteina foram diluidas em tampao Fosfato 50 mM pH 8,0, na
concentragdo de 0,5 mg/mL. Foi utilizado para as analises uma sensibilidade alta;
band width de 5.00 nm. O escaneamento foi iniciado com 260 nm e finalizado com
190 nm. O escaneamento foi realizado em méddulo continuo, com velocidade de 50
nm/min. O resultado foi obtido a partir da média de trés experimentos independentes.
O ensaio foi realizado no Espectrometro CD, modelo JASCO J-815 do Laboratério de

Macromoléculas (Bio-Manguinhos/Fiocruz).
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3.8.3 Determinagao da massa molecular da proteina LigANI recombinante:

3.8.3.1 Cromatografia de exclusdo molecular

A massa molecular da proteina LigANIl foi determinada através da
cromatografia de exclusdo molecular (SEC). A amostra na concentragao de 100ug foi
submetida a SEC com a proteina em tampao PBS pH 7,4 em coluna Superdex 200
10/30 (24 mL) (GE Healthcare). O fluxo da cromatografia foi de 0,5 mL/min e o volume
da amostra aplicado foi 200 yL no equipamento AKTA Pure (GE Healthcare). Além da
matriz descrita, também utilizamos a coluna TSK SW2000 4,6 mm x 30cm (TOSOH),
com fluxo de 0,35 mL/min e volume da amostra aplicado foi de 50 uL no AKTA Purifier
(GE Healthcare). Ambas colunas foram previamente calibradas com padrdes de
massa molecular comerciais (GE Healthcare): Blue Dextran (2000 kDa), Aldolase (150
kDa), Conalbumina (75 kDa) e Ribonuclease (13,7 kDa).

3.8.3.2 Eletroforese nativa em gel de poliacrilamida (PAGE)

A homogeneidade e a massa molecular das amostras foram analisadas através
de eletroforese em gel nativo utilizando os géis da GE Healthcare (PhastGel) com
gradiente de concentragcdo de poliacrilamida de 4 a 12% e/ou 8 a 25%. A corrida
eletroforética foi realizada no PhastSystem®, com corrente constante de 10 mA,
voltagem de 250 V e duragao de 30 minutos (Pharmacia Biotech, 1990). O gel foi
revelado com solu¢do corante de Coomassie Brilliant Blue R350 (PhastGel Blue R,
GE Healthcare) 0,1% em metanol 30% e acido acético 10%. Apds 1 hora de incubagéo
com o corante a temperatura ambiente, o gel foi descorado por meio de lavagens
sucessivas com uma solugcéo de metanol 30% e acido acético 10%. Em seguida, o gel
foi digitalizado e a imagem obtida foi analisada no programa ImageMaster® (GE
Healthcare).

3.8.3.3 Espectrometria de massa (MALDI-TOF)

Uma etapa preliminar de preparo da amostra para espectrometria foi a
dessalinizagdo da proteina LigANI utilizando ponteiras Zip Tip desalting do tipo C4
(Millipore). A fase mével da anadlise foi realizada em 70% acetonitrila/ 0,1% acido

férmico. Para a analise, foram aplicados a 0,3 uL da proteina e 0,3 yL da matriz acido
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a-Cyano-4-hydroxycinnamic no espectrdmetro de massa (AB Sciex TOF/TOF 5800
Applied Biosystems). Os dados gerados foram analisados pelo sistema operacional
TOF/TOF Series explorer software versao 4.0.0). Aproximadamente 10 scans foram

combinados, a linha de base subtraida e o centréide de cada pico foi determinado.

3.9 Desenvolvimento de métodos para controle de processo durante e ao final da
purificagéo:

3.9.1 Avaliagao da presencga de agregados nas amostras da proteina LigANI
recombinante ao final do processo de purificacdo

3.9.1.1 Avaliacéo por Espectroscopia de Fluorescéncia

As amostras foram analisadas na concentracéo de 0,4 mg/mL, em tamp&o Tris-
HCI 20 mM, pH 8,0, no volume de 200 pL. Durante a execugao do método, foi utilizada
uma baixa sensibilidade, com escaneamento de 295 a 415 nm e excitacdo a 280 nm
para uma intensidade de fluorescéncia e para o espectro de espalhamento de luz, foi
utilizado escaneamento de 300 a 340 nm, com excitagdo a 320 nm. As avaliagcbes do
impacto da temperatura variaram na faixa de 25-85°C. As analises foram realizadas
no equipamento Fluorimetro (Modelo JASCO FP-6500) do Laboratério de

Macromoléculas (Bio-Manguinhos/Fiocruz).

3.9.1.2 Andlise da proteina por Espalhamento dinamico de luz (dynamic light
Scattering - DLS)

A avaliacdo da homogeneidade da proteina LigANI foi avaliada através da
técnica de espalhamento dindmico de luz (dynamic light scattering - DLS). A avaliagao
foi feita a temperatura ambiente no equipamento Zetasizer IV (Malvern, UK). A
proteina foi centrifugada a 20817 x g por 10 minutos para remogédo de possiveis
impurezas e agregados. Em seguida, foi diluida nas concentra¢des de 1,6, 0,8, 0,4
mg/mL para posterior avaliagdo. Foram realizadas no minimo trés analises do material

e multiplas aquisi¢cdes foram realizadas.
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3.9.2 Quantificagdo de acido desoxirribonucleico (DNA) residual através de
fluorescéncia

O método estudado e escolhido para a quantificagao de acido nucleico residual
nas amostras de proteina purificada foi 0 método de fluorescéncia utilizando o kit
Qubit® (Thermo Fischer Scientific). As quantificagdes foram realizadas em tubo de 0,5
mL (Axygen) e inicialmente foi preparada a solug¢ao de trabalho na propor¢ao de 1:200,
ou seja, 1 parte do reagente Qubit® (fluoréforo) foi diluido 200 vezes em tampéao
Qubit®, e entdo os padrdes nas concentragdes de 0 e 100 ng/pL, foram preparados
diluindo-se cada um na solugdo de trabalho na proporcdo de 1:20. As amostras
também foram preparadas podendo-se diluir cada uma numa faixa de 1-20 pyL de
amostra para um volume final de 200 uL diluidas em solugao de trabalho. Todas as
amostras foram colocadas sob agitacdo de 2-3 segundos antes da leitura em

fluorimetro Qubit 2.0 (Thermo Fischer Scientific).

3.9.3 Quantificagado de endotoxinas

3.9.3.1 Teste cinético cromogénico para quantificagdo de endotoxinas

O teste cinético cromogénico e o ensaio mais sensivel e especifico disponivel para
a detecgdo de endotoxina bacteriana contaminante na amostra (0,0050 UE/mL). O
método LAL cromogénico € simples, reprodutivel e é realizado através da reacéo da
amostra a ser testada com o reagente LAL. Baseia-se na quantificacdo da coloragéo
amarela durante a reagcdo que € proporcional a concentracdo de endotoxinas
(ENDOSAFE® ENDOCHROME-K™ - Charles River). Inicialmente foi preparada uma
solucdo contendo a endotoxina padrao na concentracdo de 50 UE/mL, essa foi
homogeneizada por 15 minutos e em seguida foram realizadas as dilui¢ées da curva
padrao através de diluicao seriada nas concentragdes de: 5; 0,5; 0,05 e 0,005 UE/mL.

Cada diluicao foi homogeneizada por 3 minutos em cada etapa.

Em seguida, 100 yL de cada dilui¢ao foi aplicado em triplicata em placa de 96
pocos, cuidando para que as amostras estejam sempre homogéneas. Para o controle
negativo foi utilizada agua para injetaveis (WFI). O controle positivo é preparado a
partir da dopagem da amostra que consiste na adicdo de uma concentragdo de
endotoxina ja conhecida. A dopagem foi realizada adicionando-se 10 uL do frasco de
endotoxina padrdo com concentragcao de 50 UE/mL, quando a concentracao final da
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dopagem for 5,0 UE/mL ou de 10 pL da diluigdo 5,0 UE/mL, quando a concentragéo
final da dopagem for 0,5 UE/mL. Esta contaminagao proposital da amostra sera mais
um parametro a ser considerado para validar o ensaio e € avaliado em percentual de
recuperagao, ou seja, a recuperagao indica o quanto a amostra dopada esta acima ou
abaixo do valor esperado. Este parametro garante que n&do ha algum interferente que
possa potencializar ou inibir a quantificacdo de endotoxinas na amostra analisada.
Apoés a leitura cinética, espera-se encontrar uma recuperagao no intervalo de 50 a
200%. As amostras foram preparadas utilizando agua WFI nas seguintes proporg¢des:
Extrato total e fracado soluvel: 1:100.000 e 1:200.000, IMAC: 1:10.000 e 1: 50.000, Gel

filtragéo, Troca i6nica e final: 1:1000.

Os parametros de validagado do teste seguem os recomendados pela USP,

Guideline FDA e Farmacopeia Europeia, como na tabela 5:

Tabela 5. Parametros de validagao do teste cinético cromogénico

Parametros Especificagdo
Coeficiente de correlacédo da curva padrao “R” -1a-0,98
Inclinagéo da curva padrao (slope) “a@” -0,3a-0,1
y- intersec&o da curva padréo “b” 25a3,5
% de recuperacao do controle positivo do produto 50 a 200 %
% do coeficiente da variacédo das replicatas <10%

A leitura da placa foi feita a 405 nm no equipamento marca Biotek modelo ELX

808 em modo cinético. Os resultados foram avaliados no software Endoscan-V.

3.9.3.2 PTS - Endosafe

Ao final das etapas de processamento das amostras (extrato total, IMAC, Gel
fitracdo e troca ibnica) essas foram monitoradas quanto a concentragdo de
endotoxina. As amostras da proteina de trés experimentos independentes foram
diluidas 1:1000 em agua DEPC (DEPC treated water — Invitrogen) e 25 yL da amostra
foram inseridos em quadruplicata no cartucho para quantificacdo no equipamento

PTS-Endosafe (Charles Rivers Laboratories).
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3.10 Estudo de estabilidade da proteina recombinante LigANI

3.10.1 Avaliagao da estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento

O experimento foi conduzido utilizando amostras de dois experimentos
independentes. As aliquotas da proteina recombinante LigANI estocadas no freezer -
80°C em tampéo PBS pH 7,4, Triton X-100 0,001% foram descongeladas em banho
maria com temperatura mantida a 25°C. Este foi considerado 1° ciclo de
descongelamento, e em seguida a proteina foi congelada novamente usando
nitrogénio liquido e em seguida descongelada em banho maria a 25°C, sendo este o
segundo ciclo. Este procedimento foi repetido por mais 3 vezes completando um total
de cinco ciclos. Em cada etapa de descongelamento foi retirada uma aliquota para
analise por dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia, gel desnaturante e
antigenicidade com pool de soros de pacientes com leptospirose com o intuito de
verificar a integridade da proteina recombinante LigAN| e estabilidade apds o

estresse.

3.10.2 Avaliagao de termoestabilidade acelerada de curto periodo (Short term
accelerated stability)

A proteina recombinante LigANI purificada armazenada em freezer -70°C foi
descongelada e mantida a temperatura ambiente por mais 1 més. A cada semana,
uma aliquota foi retirada para analise por dicroismo circular, espectroscopia de
fluorescéncia, gel desnaturante e antigenicidade com pool de soros de pacientes com
leptospirose. Este experimento foi realizado também na auséncia e presenca de

inibidor de protease (Protease inhibitor cocktail set |- Calbiochem).

3.10.3 Avaliacao da estabilidade da proteina em diferentes condicdes de
armazenamento

A proteina recombinante LigANI obtida ao final das trés etapas de purificagédo
foi estocada em trés diferentes condi¢des: Tampao HEPES 50 mM pH 6,8, Fosfato de
Saodio pH 7,4 (NaCl 0,04 M, KH2PO40,15 mM, NazHPO4 0,8 mM) e PBS pH 7,4, Triton
X-100 0,001%. As amostras foram congeladas a -80°C e uma parte delas foi liofilizada
durante 24 horas (Liofilizador LioTop modelo: K105). A partir dessa etapa, parte das
aliquotas permaneceram estocadas a -80°C e parte delas foi acondicionada nas
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temperaturas a serem testadas: -20°C e 2-8°C. As amostras submetidas a liofilizagao
foram estocadas a temperatura ambiente e a 2-8°C. A partir de entdo as amostras
submetidas a diferentes condigbes de armazenagem foram avaliadas a cada 30 dias,
até completar 120 dias por SDS-PAGE 12,5%, imunoblotting com pool de soros de
pacientes com leptospirose e ensaio de adesio a proteinas de matriz com o objetivo

de verificar a integridade da proteina nas diferentes condic¢des.
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4 RESULTADOS

4.1 Cultivo em fermentador para obtencédo da biomassa expressando a proteina
recombinante LigANI:

Para estabelecimento dos processos de purificacdo e posterior caracterizagao
da proteina recombinante LigANI foram realizados cultivos em fermentador de 2,5 L.
Inicialmente, os parametros de concentracido de IPTG e tempo de cultivo pré-indugcao
foram otimizados e estabelecidos no microfermentador Fogale, essas condigbes
foram validadas em trés experimentos independentes e os resultados demonstraram
um rendimento de expressao de 276,60 £ 26,35 mg/L de LigANI soluvel. A condigao
de cultivo otimizada no microfermentador foi escalonada em 25 vezes e validada em
trés experimentos independentes com aumento da produtividade para 396,60 + 17,45
mg/L de LigANI soluvel. As condigdes finais do processo fermentativo foram utilizadas
na producdo dos lotes de biomassa para o estabelecimento das metodologias para
purificacdo da proteina recombinante LigANI. Foram realizados trés experimentos
independentes onde foram obtidas 2295,03 + 538,19 mg de proteina total na fragao
soluvel, dentre estas 46,41 £ 8,10% correspondem a proteina recombinante LigANI,
totalizando uma produtividade especifica de 1058 mg de LigANI/litro de cultivo, sendo
679,72 mg/mL de LigANI na fracdo soluvel. A diferenca observada a partir da
comparagao entre a produtividade obtida em fermentador de 2,5 L na comparagao
com o microbiorreator foi obtida a parir de densitometria utilizando 5 ug de BSA como
padrao de massa, enquanto que os resultados demonstrados a partir de cultivo de trés
experimentos independentes foram obtidos a partir de densitometria utilizando curva
padrao de massa seca de LigANI.

A avaliacido da expressao foi monitorada em todos os lotes produzidos através
de SDS-PAGE com aliquotas do cultivo antes e apds a indugao com IPTG de acordo
com a figura 2. A fim de avaliar possiveis alteragdes da sequéncia codificante durante
todo processo de expansdo do cultivo e fermentacdao, o que poderia impactar na
identidade da sequéncia com mutacdes silenciosas e que ndo que poderiam alterar a
sequéncia da proteina e nivel de expressao, foi realizado o sequenciamento
nucleotidico do DNA plasmidial obtido a partir dos lotes semente, trabalho e cultivos
em alta densidade (fermentagado) para produgao da proteina recombinante LigANI.
Este material foi sequenciado utilizando sequéncias iniciadoras que anelam em
diferentes partes do gene e o alinhamento realizado através do programa DNA star, a

partir da sequéncia do lote de trabalho e da sequéncia depositada no GenBank
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(AY221109.1). O resultado demonstrou que a sequéncia do gene extraido do vetor de
expressao nas diferentes etapas de cultivo tinha 100% de identidade com a sequéncia
original. O resultado do alinhamento entre as diversas sequéncias pode ser observado

no anexo 1.
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Figura 3. Expressao da proteina recombinante LigANI em E. coli.

SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent, onde foram aplicados 10uL das
amostras a seguir: 1- marcador de peso molecular (Bench mark protein ladder, Thermo Fisher
Scientific), 2- cultivo celular antes da indugao com IPTG, 3- cultivo celular apds indugdo com
IPTG, 4- extrato total, 5- fracao soluvel e 6- fragéo insoluvel.

4.2Lise e clarificagdo para obtengdo da proteina recombinante LigANI:

Com objetivo de definir as condigbes para rompimento celular com parametros
escalonaveis foram avaliados: o homogeneizador (GEA Niro Soavi modelo:
NS1001L2K) e a prensa (Thermo Fischer Scientific). E importante ressaltar que as
metodologias foram escolhidas visando um possivel escalonamento. Dessa forma, a
sonicacgao foi utilizada como controle, cujo resultado pode ser observado na figura 4.
A fim de demonstrar a eficiéncia dos métodos, a viabilidade celular, o perfil
eletroforético da proteina recombinante obtido a partir da cromatografia de afinidade
e o rendimento de cada etapa foram avaliados. Os resultados ndo demostraram
alteracgdes no perfil cromatografico e eletroforético do material processado entre os
métodos: sonicagao, prensa e homogeneizador como podemos observar nas figuras
4, 5 e 6. A partir do método empregado na cromatografia de afinidade, o
cromatograma obtido a partir das trés metodologias manteve o mesmo padrédo e a
visualizagdo do gel de poliacrilamida referente a cada processo demonstrou a
integridade da proteina LigANI uma vez que nao possivel verificar degradagao. Foi

observado o aumento do rendimento da proteina LigANI quando foram utilizados os
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métodos de rompimento celular, homogeneizador e a prensa como pode ser

visualizado nos resultados apresentados na tabela 6.
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Figura 4. Ruptura celular a partir de sonicador.

A - Perfil cromatografico da IMAC, em azul- densidade 6tica a 280 nm, verde- concentragéo
do tampé&o de eluicao (%B), marrom — condutividade (mS). B- SDS-PAGE 12,5% corado com
Gel code blue stain reagent das fragdes obtidas na cromatografia de afinidade: 1- marcador
de peso molecular (Bench mark, Thermo Fisher Scientific); 2- extrato total, 3- fragdo soluvel,
4- lavagem da coluna com solugao tampao contendo 20 mM de Imidazol, 5- eluicado com 80
mM de Imidazol, 6- lavagem com 300 mM de Imidazol e 7- lavagem com 1 M de Imidazol.
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Figura 5. Ruptura celular a partir de prensa.

A - Perfil cromatografico da IMAC, em azul- densidade 6tica a 280 nm, verde- concentragdo
do tampé&o de eluicao (%B), marrom — condutividade (mS). B- SDS-PAGE 12,5% corado com
Gel code blue stain reagent das fragcdes obtidas na cromatografia de afinidade: 1- marcador
de peso molecular (Bench mark, Thermo Fischer Scientific); 2-extrato total, 3- fragdo soluvel,
4- lavagem da coluna com solugao tampao contendo 20 mM de Imidazol, 5- eluicado com 80
mM de Imidazol, 6- lavagem com 300 mM de Imidazol e 7- lavagem com 1 M de Imidazol.
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Figura 6. Ruptura celular a partir de homogeneizador.

A - Perfil cromatografico da IMAC com lisado obtido a partir do homogeneizador, em azul-
densidade otica a 280 nm, verde- concentragcdo do tampdo de eluicdo, marrom -—
condutividade (mS). B - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% e coloracdo com Gel
code blue stain reagent das fragdes obtidas na cromatografia de afinidade: 1- marcador de
peso molecular (Bench mark protein ladder, Thermo Fischer Scientific); 2- extrato total, 3-
fracao soluvel, 4- fracao soluvel 16 h a 4°C, 5- eluicdo com 80 mM de Imidazol, 6- lavagem
com 300 mM de Imidazol, e 7- lavagem com 1 M de Imidazol.
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Os métodos de rompimento de celular com homogeneizador e a prensa
demonstraram ser eficientes e os niveis de recuperacao da proteina recombinante
LigANI se mostraram equivalentes como pode ser observado na tabela 6. A prensa
nao se demonstrou totalmente eficiente no rompimento celular, uma vez que o
material processado quando plaqueado em meio LB apresentou bactérias viaveis no
extrato total, 102 CFU/mL. Diante dos resultados de viabilidade e recuperagdo da
proteina, optou-se pelo homogeneizador, uma vez que o rendimento da proteina
obtida a partir desta técnica foi equivalente entre as metodologias avaliadas, além de

ser a metodologia que apresentou os resultados mais consistentes e reprodutiveis.

Tabela 6. Comparacgao entre os rendimentos obtidos através dos diferentes métodos
de ruptura celular.

Métodos de Etapa da Proteina total Recuperagao de
rompimento celular  purificagao (mg/L)? LigANI (mg/L)3(%)®
Sonicagéo Extrato total 1420,15 540,8 (100)

Fracdo soluvel 1144,58 404,45 (74,8)
Prensa Extrato total 3060,61 1234,0 (100)

Fracdo soluvel  2208,63 802,61 (65,0)
Homogeneizador Extrato total 3695,31 1701,7 (100)

Fracdo soluvel  2965,57 1143,7(67,2)

aA quantificagao de proteinas totais de cada etapa de purificagao foi obtida através do método de BCA.
b Os dados de rendimento foram calculados por densitometria a partir da eletroforese por SDS-
PAGE12,5% com as amostras das frages proteicas acima.

4.3 Estabelecimento de Métodos e Processos de Purificagao para proteina
recombinante LigANI:

4.3.1 Otimizagao das condi¢cdes da Cromatografia de afinidade por ions
metalicos (IMAC):

Com o objetivo de estabelecer as condi¢des da cromatografia de afinidade,
inicialmente foram realizados testes utilizando concentragdes crescentes de Cloreto
de Saodio (NaCl) nos tampdes da purificagdo. As concentragdes de sal avaliadas
foram: 100, 300 e 500 mM adicionadas ao tampao de lise Tris-HCI 20 mM, EDTA 1
mM, Imidazol 20 mM, Triton X-100 0,1% com o propdsito de aumentar o grau de
pureza da proteina. Inicialmente, as avaliagdbes foram feitas utilizando
aproximadamente 1g de massa umida lisada, o que equivale a 100 mg de proteina
total, e resina pré-empacotada Histrap HP de 1 mL.

A condigao de 100 mM de NaCl foi testada inicialmente utilizando lavagens de

40, 80 e 100 mM de Imidazol e a eluicao foi feita com 300 mM deste. Nesta tentativa,
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a proteina comecou a ser eluida com a concentracdo de 80 mM de Imidazol, o que
acarretou numa diminuicdo do rendimento da proteina total. Diante dos dados, a
concentragao de imidazol na etapa de lavagem foi reduzida de 80 para 60 mM. Entéo,
o0 método foi avaliado com lavagens com tampé&o com as concentragdes 40 e 60 mM
de Imidazol. De acordo com o cromatograma, que pode ser observado na figura 6, é
possivel verificar trés picos mais evidentes a 280 nm, que correspondem em ordem:
lavagem com 20 mM de Imidazol, eluigdo com 300 mM de Imidazol (pico maior) e
lavagem da coluna com 1 M de Imidazol. A proteina foi eluida com 300 mM de Imidazol
como pode ser observado a partir do cromatograma e visualizagdo do gel de
poliacrilamida, contudo contaminantes eluiram em conjunto com a proteina de
interesse o que compromete o grau de pureza da proteina LigANI (Figura 7).

Diante dos resultados, foi avaliada a condicdo com a adicdo de 300 mM de
NaCl aos tampdes da purificacao, na tentativa de melhorar a recuperacao e obter altos
niveis de pureza. Para tal, foi utilizada a metodologia de step com lavagem com
concentragdes de Imidazol de: 40, 60, 80 e 100 mM. Os dados demonstram que a
proteina iniciou a sua eluicdo a partir de 60 mM. Diante das observagdes dos
resultados foi realizado um novo experimento alterando as condi¢cdes de lavagem,
onde foram avaliadas as concentragdes de 40, 50 e 100 mM de Imidazol. O resultado
demonstrou que houve pequena perda da proteina na lavagem de 50 mM, entretanto
foi possivel separar os contaminantes da fragao contendo a proteina de interesse, que
foi eluida na concentracdo de 100 mM de Imidazol. Contudo, como o grau de
homogeneidade nao foi sastifatorio, foi realizado novo experimento com as etapas de
lavagem: 30, 40 50, 80 e 100 mM de Imidazol. De acordo com a figura 8, & possivel
visualizar a partir do cromatograma uma pequena perda da proteina na lavagem de
50 mM, o que foi confirmado pelo gel de poliacrilamida e corresponde a uma perda de
21% em relagao ao rendimento total. O resultado demonstrou também que foi possivel
separar os contaminantes da fracdo contendo a proteina de interesse, que foi eluida
na concentragao de 80 mM de Imidazol, contudo, o grau de homogeneidade nao foi
sastifatério. Estes resultados serviram de base para as alteragdes que foram feitas

nas avaliacbes com a adi¢ao de 500 mM de NaCl nos tampdes da IMAC.
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Figura 7. Cromatografia de afinidade com adigdo de 100 mM de NaCl aos tampdes da
purificacao

A- Cromatograma relativo 8 metodologia utilizada na cromatografia de afinidade testando
tampdes com 100 mM de Sal, e lavagens de 40 e 60 mM de Imidazol. Em azul- densidade
6tica a 280 nm, verde- concentragao do tampao de eluigcdo, marrom — condutividade (mS). B-
SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code Blue stain reagent. Em 1- marcador de peso
molecular, 2- extrato total, 3- fragido soluvel, 4- fragido soluvel apds adsorcéo a resina, 5 e 6-
lavagem com tampéao contendo 20 mM de Imidazol, 7- lavagem com tampéao contendo 40 mM
de Imidazol, 8- lavagem com tampao contendo 60 mM de Imidazol, 9- eluicdo com tampao
contendo 300 mM de Imidazol, 10- lavagem com tamp&o contendo 1 M de Imidazol.
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Figura 8. Cromatografia de afinidade com adicao de 300 mM de NaCl aos tampdes da
purificagcao

A- Cromatograma relativo a metodologia utilizada na cromatografia de afinidade testando a
concentragao de 300 mM de Sal, e lavagens de 30, 40 e 50 mM de Imidazol. Em azul-
densidade otica a 280 nm, verde- concentragcdo do tampdo de eluicdo, marrom -—
condutividade (mS). B- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent. Em 1-
marcador de peso molecular, 2- fragcao soluvel, 3- fragdo soluvel apds adsorgéo a resina, 4-
lavagem da coluna com tampao contendo 20 mM de Imidazol, 5- lavagem com tampao
contendo 30 mM de Imidazol, 6- lavagem com tampao contendo 40 mM de Imidazol, 7-
lavagem com tampao contendo 50 mM de Imidazol, 8- eluicgdo com tampao contendo 80 mM
de Imidazol, 9- lavagem com tampéao contendo 300mM de Imidazol, 10- lavagem com tampao
contendo 1 M de Imidazol.
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Os resultados obtidos com a adi¢cao de 300 mM de NaCl foram importantes,
pois foi observado que os contaminantes podem ser separados da fracao de eluicdo
da proteina rLigANI nas concentragdes maiores de Imidazol, e que as etapas de
lavagem devem ser nas faixas de concentragdes de Imidazol entre 20 e 40 mM. Diante
dos dados preliminares, foi feito um experimento inicial com 500 mM de NaCl e
lavagens de 40 e 60 mM de Imidazol, e eluigdo com 80 mM de Imidazol, entretanto
ainda nos deparamos com a eluicdo prévia da proteina durante a etapa de lavagem
com a concentragcao de 60 mM de Imidazol. Uma nova avaliagcdo foi realizada com
ajustes, lavagens com as concentracdes de 20 e 40 mM de Imidazol. Como pode ser
observado na figura 8, de acordo com o cromatograma € possivel observar somente
dois picos majoritarios correspondentes a fragdo de eluicdo com 80 mM de Imidazol e
fracdo contendo 300 mM de Imidazol referente aos contaminantes, o que foi
confirmado através do gel de poliacrilamida. Enfim os resultados se mostraram
satisfatorios e a proteina LigANI foi eluida majoritariamente na fragdo contendo 80 mM
de Imidazol com grau de pureza de 98,8% determinado através de densitometria em
gel de SDS-PAGE 12,5% como pode ser observado na figura 9, enquanto parte dos
contaminantes foram separados na fracdo eluida contendo a concentracdo de 300
mM de Imidazol, acarretando numa recuperagao de 90% de LigANI.

De acordo com o cromatograma e a eletroforese em gel de poliacrilamida,
podemos observar que a partir dessa metodologia, foi possivel isolar a proteina de
interesse dos contaminantes com alto grau de pureza. A partir da definicdo do
protocolo de purificagdo, foram determinados os seguintes pardmetros: quantidade de
proteina total a ser carregada na cromatografia IMAC, metodologia de dessalinizagao,

resina e condi¢gées da cromatografia de troca ibnica e padronizagdo da metodologia.
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Figura 9. Cromatografia de afinidade com adigao de 500mM de NaCl aos tampodes da
purificagao

A- Cromatograma relativo a metodologia utilizada na cromatografia de afinidade testando a
concentracao de 500 mM de Sal, e lavagens de 20 e 40 mM de Imidazol. Em azul- densidade
6tica a 280 nm, verde- concentragao do tampao de eluigdo, marrom — condutividade (mS) B-
SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent. Em 1- marcador de peso
molecular (Bench mark protein ladder, Thermo Fischer Scientific), 2- extrato total, 3- fragao
soluvel apds adsorgao a resina, 4 e 5- lavagem com tampao contendo 20 mM de Imidazol, 6-
lavagem com tampéo contendo 40 mM de Imidazol, 7- eluigdo da proteina com 80 mM de
Imidazol, 8- lavagem com tampao contendo 300 mM de Imidazol, 9- lavagem com tamp&o
contendo 1 M de Imidazol.
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4.3.2 Dessalinizagao da proteina LigANI:

A dessalinizacdo € uma importante etapa no processo de purificagdo, esta foi
realizada entre as etapas de cromatografia de afinidade e a cromatografia de troca
idbnica. Foram avaliadas as metodologias de filtragdo tangencial e a cromatografia de
gel filtragcdo, com o objetivo de realizar a troca de tampao com a menor perda de
proteina durante o processo. Nos diferentes protocolos aplicamos uma massa total de
100 mg de LigANI.

A filtracdo tangencial foi realizada com uma membrana com poro de 30 kDa e
tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0 a ser utilizado na cromatografia de troca idnica, e o

resultado desta avaliagdo pode ser observado na figura 10.

70KDa P ‘

Figura 10. Filtragao tangencial com tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0.

SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent com as fragdes obtidas a partir da
filtracdo tangencial. Em 1: marcador de peso molecular, 2- sobrenadante do retido, 3-
precipitado do retido.

O resultado obtido n&o foi satisfatorio. Foi observada a precipitacdo da proteina
rLigANI durante o processo de dessalinizagdo em quantidade além das aceitaveis, o
gue causaria impacto no rendimento final como pode ser observado na figura 10. Para
minimizar perdas, foram avaliados dois outros tampdes (Borato 50 mM pH 8,0 e
Fosfato 50 mM pH 8,0), uma vez que a filtracdo tangencial € a metodologia mais

indicada para processos de escalonamento no downstream.
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Figura 11. Filtragao tangencial com os tampoes Borato 50 mM pH 8,0 e Fosfato 50 mM
pH 8,0.

SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent. Em 1: marcador de peso
molecular (Bench mark protein ladder, Thermo Fisher Scientific), 2- rLigANI (IMAC), 3-
Sobrenadante Filtragdo tangencial em tampao Borato 50 mM pH 8,0, 4- precipitado Filtracao
tangencial Tampéao Borato 50 mM pH 8,0, 5- Sobrenadante Filtragao tangencial em tampao
Fosfato pH 8,0, 6- precipitado da Filtragéo tangencial em tampé&o Fosfato 50 mM pH 8,0.

O processo de filtragao tangencial na condigdo com o tampéao fosfato 50 mM pH
8,0 foi a que apresentou o melhor resultado. Entretanto, a partir da quantificacéo por
BCA, estimou-se que houve uma perda de 75% da proteina total utilizada no processo
de dessalinizacdo, neste sistema foi recuperado, como observado no SDS-PAGE
12,5% (figura 11). Os resultados usando a metodologia de filtragcado tangencial, quando
avaliada nas condi¢des testadas neste trabalho, ndo foram satisfatorios.

Outra metodologia avaliada para dessalinizag&o da proteina foi a cromatografia de
gel filtracdo testada como etapa prévia a cromatografia de troca anidnica. Neste caso
foi utilizado como fase mével a solugcado tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e a eficiéncia
do protocolo foi monitorado através da quantificacido de proteinas pelo método de
BCA. Foi recuperado aproximadamente 88% da proteina LigANI com a utilizagao
desta metodologia. A eficiéncia dos dados esta representada na figura 12, onde pode-
se observar um cromatograma tipico de uma cromatografia de gel filtracdo, onde em
azul é observado o aumento da absorbancia relativo a proteina de interesse, e em

marrom, o aumento da condutividade, confirmando a retirada do Sal da amostra.
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Figura 12. Cromatograma relativo a cromatografia de gel filtracao
Em azul o pico referente a proteina LigANI e em marrom o pico relativo a condutividade.

4.3.3 Cromatografia de troca iGnica

A cromatografia de troca iénica foi a metodologia de escolha para polimento
no processo de produgdo da proteina recombinante LigANI. Foram avaliadas
diferentes metodologias e resinas de troca anibnica e catidnica, buscando altos
rendimentos, minimizagdo das perdas e obtencdo da proteina LigANI com alto grau
de pureza. Estas metodologias foram avaliadas comparativamente utilizando
amostras da IMAC (1 mg/mL) e dessalinizadas por gel filtragdo (0,8 mg/mL), com o
objetivo de definir a metodologia ideal para troca iénica, respeitando principalmente o

critério de maior recuperagcdo da amostra.

4.3.4 Cromatografia de troca anibnica:

A troca anibnica foi a primeira metodologia avaliada e a resina testada foi Hi
Trap Q FF (GE Healthcare), que tem como caracteristicas: matriz constituida de
agarose formando uma rede, é um trocador anibénico forte que tem alta capacidade de
ligacdo e é facilmente escalonavel. O tampao Tris-HCI 20 mM foi avaliado com pH:
7,0; 8,0; 9,0 e 10,0. Dessa forma, foi realizado um teste de ligag&do da proteina a resina
em pequena escala utilizando em torno de 1 mg da proteina LigANI. Na figura 12, o
gel de poliacrilamida demonstra os resultados da eficiéncia de ligagdo da proteina
LigANI nas diferentes faixas de pH. As avaliagdes com as faixas de pH 8,0; 9,0 e 10,0
nao demonstraram diferengas significativas entre elas. A proteina se ligou a resina em

todas as condigdes avaliadas, sendo que nas faixas de pH 8,0; 9,0 e 10,0 foi
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observada uma diminuicdo na proporcao de contaminantes em relacdo a amostra
aplicada e uma recuperacao de 85,5% da proteina LigANI em relagao ao total. Para
dar continuidade a padronizagcdo do método foi selecionada a condigao de tampao
Tris-HCI 20 mM pH 8,0, por ter demonstrado resultado satisfatério e também por ser

a mesma faixa de pH utilizada nos tampdes da IMAC.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

70kDa

Figura 13. Determinacgao do pH ideal do tampao Tris-HCI 20 mM para resina Q FF
SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent com as fragdes obtidas a partir do
teste com tampao Tris-HCI 20 mM com pH entre 7 e 10. Em 1- marcador de peso molecular
(Bench mark protein ladder, Thermo Fisher Scientific), 2- Fragédo eluida da IMAC, 3- LigANI
dessalinizada em pH 7, 4- Fragao de LigANI ndo ligada a resina, 5- lavagem da coluna com
tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7, 6- Fracao referente a eluigdo com tampéo Tris-HCI 20 mM pH
7,0, 7- LigANI dessalinizada em pH 8,0 8- Fracao de LigANI ndo ligada a resina, 9- lavagem
da coluna com tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8, 10- Fragao referente a eluicdo com tampao Tris-
HCI 20 mM pH 8, 11- Fracao eluida da IMAC, 12- LigANI dessalinizada em pH 9, 13- Fragao
de LigANI ndo ligada a resina, 14- lavagem da coluna com tampao Tris-HCI 20 mM pH 9, 15-
Fracao referente a eluigdo com tampao Tris-HCI 20 mM pH 9, 16- lavagem da coluna com
tampao Tris-HCI 20 mM pH 8, 17- LigANI dessalinizada em pH10, 18- Fragéo de LigANI ndo
ligada a resina, 19- lavagem da coluna com tamp&o Tris-HCI 20 mM pH 10, 20- Fragao
referente a eluicdo com tampao Tris-HCI 20 mM pH 10.

Com a triagem e escolha do tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,0 foi iniciada a etapa
de padronizagdo da metodologia de purificagdo por troca idnica. Inicialmente, foi
utilizada a metodologia de gradiente, a fim de definir a melhor concentragao de NaCl
com a qual a proteina inicia a sua eluigéo. A figura 14 mostra o cromatograma relativo
a avaliacdo e o gel de SDS-PAGE 12,5% com as fragdes obtidas.

O resultado obtido foi satisfatorio e foi observado que a proteina comecgou a
ser eluida da resina a partir da concentracdo de 190 mM de NaCl. Na sequéncia da
padronizagdo do método, foi realizado experimento com a metodologia de step a fim
de avaliar a homogeneidade da proteina purificada. Uma vez que o cromatograma
apresentou um pico unico de eluicdo, foi estabelecido que o método teria apenas uma
lavagem com dez volumes de coluna do tampéo Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e em seguida

seria realizada a eluigdo da proteina LigANI com Tampéao Tris-HCI 20 mM pH 8,0,
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NaCl 300 mM. O resultado deste experimento pode ser observado na figura 15, onde

observamos um pico unico referente a proteina LigANI.
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Figura 14. Gradiente de NaCl em cromatografia de troca aniénica com resina QFF.

A- Cromatograma relativo a avaliagdo do gradiente de NaCl na eluicdo da proteina LigANI
com a resina Q FF. Em azul- densidade 6tica a 280 nm, verde- concentragdo do tampao de
eluicdo, marrom — condutividade (mS). B- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain
reagent. Em 1- marcador de peso molecular (Bench mark protein ladder, Thermo Fisher
Scientific), 2- fracdo IMAC dessalinizada com Tris-HCI 20 mM pH 8,0; 3- fragcao
correspondente ao pico da lavagem com tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0; 4- fracao
correspondente ao pico do gradiente de Sal.
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Figura 15. Metodologia de step na troca anidnica com resina Q FF.

A- Cromatograma relativo a metodologia de step utilizada para a purificacdo da proteina
LigANIl. Em azul- densidade otica a 280 nm, verde- concentracdo do tampao de eluigéo,
marrom — condutividade (mS). B- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent
com as fragdes da purificagdo com a resina Q FF onde foram aplicados 10 uL de cada. 1-
Fracdo da IMAC, 2- lavagem com tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0, 3- eluicdo com tampao
Tris-HCI 20 mM pH 8,0 / Cloreto de Sédio 300 mM.
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Os resultados obtidos foram satisfatérios e em seguida utilizados para

determinacao das condi¢des do escalonamento.

4.3.5 Cromatografia de Troca catidnica:

Uma vez que a proteina recombinante LigANI possui um ponto isoelétrico
de 6,94, apresenta uma distribuicdo de cargas préxima da neutralidade, dessa
forma a estratégia de cromatografia de troca ibnica pode ser aplicada tanto na
estratégia catibnica ou aniénica ou seja ambas poderiam ser adotadas para a
segunda etapa do downstream processing de LigANI. Diante dessa observagao,
diferentes resinas de troca catidbnica foram avaliadas. As resinas foram
comparadas a partir da observacao do perfil cromatografico e recuperagao da
amostra.

Inicialmente, foi avaliada a resina CAPTO MMC que é composta por uma
matriz de agarose que possui um ligante que pode interagir com a proteina de
interesse priorizando interagdes idbnicas ou interacdes hidrofébicas. Diversos
testes foram realizados, entre eles: aplicacdo das amostras de proteinas da
purificagcdo da IMAC (1 mg da proteina ndo diluida e diluida cinco vezes em
Tampao Acetato) e dessalinizada (diluida em Tampao Acetato 25 mM pH 4.5). As
amostras foram eluidas na presencga de tampéao Fosfato 50 mM/ NaCl 1 M pH 8,0).
Contudo, os resultados desse experimento ndo foram satisfatorios, e as amostras
obtidas a partir da cromatografia afinidade e dessalinizadas se ligaram
parcialmente a resina como pode ser visualizado na figura 16. De acordo com o
cromatograma é possivel observar um pico na etapa de lavagem da resina, e outro
de baixa intensidade durante o gradiente, mostrando que apenas uma pequena
parte da proteina foi eluida.

Diante dos resultados com a matriz catibnica CAPTO MMC, avaliamos a
resina CIM Multus SO3 como opgéo de cromatografia de troca catibnica. A CIM
Multus SOs tem como matriz (poly glycidyl methacrylate-co-ethylene
dimethacrylate), que forma uma rede altamente porosa que permite a aplicagao
de fluxos maiores do que outras resinas convencionais. A area de superficie maior
permite aumentar a capacidade de ligagao a proteina de interesse, além de ser

facilmente escalonavel.
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Figura 16. Cromatografia de troca catiénica com resina CAPTO MMC.

A- Cromatograma relativo a troca catidbnica com a coluna pré-empacotada CAPTO MMC
utilizando como amostra fragao de eluicao da IMAC previamente dessalinizada em Tampao
Acetato 25 mM pH 4,5. Em azul- densidade ética a 280nm, verde- concentragao do tampao
de eluigdo, marrom — condutividade (mS) B- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue
stain reagent. Em 1- marcador de peso molecular (Bench Mark protein ladder), 2- amostra
aplicada, 3- fragao eluida com tampao Fosfato 50 mM / NaCl 1 M pH 8.
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A amostra de LigANI dessalinizada em tampao Acetato 25 mM pH 4,5. O
tampao Acetato foi usado como tampéo de ligagcdo e na eluigao foi utilizado tampéo
Fosfato 50 mM, NaCl 1 M pH 8,0. Infelizmente os resultados com essa estratégia ndo
foram satisfatoérios, de acordo com o cromatograma da figura 17 pode ser observado
um pico inicial na etapa de lavagem, mostrando que a proteina nao se ligou a matriz,
0 outro pico ndo foi considerado significativo em virtude de a DO ser muito baixa.
Diante dos resultados obtidos, a utilizagado desta resina foi descartada como possivel

estratégia nessa etapa.
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Figura 17. Cromatografia de troca catiénica com resina CIM Multus SOs.

Cromatograma relativo a troca catiénica com a coluna pré-empacotada CIM Multus SO (BIA
Separations), utilizando como amostra fragao de eluigao da IMAC previamente dessalinizada
em Tampao Acetato 25 mM pH 4,5. Em azul- densidade 6tica a 280 nm, verde- concentracao
do tampéao de eluigdo, marrom — condutividade (mS)

A resina Hi Trap SP FF (GE Healthcare) tem como matriz a agarose formando
uma rede, € um trocador catidnico forte, tem alta capacidade de ligacao e é faciimente
escalonavel. Esta resina foi avaliada de duas formas diferentes: diluindo a fragao
proteica 1:5 da IMAC em Tampao Acetato 25 mM pH 4,5 e dessalinizagcao prévia da
amostra. A figura 18 demonstra o cromatograma do teste realizado com a proteina
dessalinizada em Tampao Acetato 25 mM pH 4,5 e ao comparar com os testes

realizados com outras resinas foi observado um perfil bem diferente. O resultado
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demonstra que a proteina se ligou a resina e é possivel visualizar aumento da

absorbancia ao longo do gradiente relativo a elui¢do da proteina de interesse.
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Figura 18. Cromatografia de troca catiénica com resina SP FF.
Cromatograma relativo a troca catidnica com a coluna pré-empacotada HiTrap SP FF 1 mL
(GE Healthcare), utilizando como amostra fragcdo de eluicao da IMAC previamente
dessalinizada em Tampao Acetato 25 mM pH 4,5. Em azul- densidade ética a 280 nm, verde-
concentragao do tampao de eluigdo, marrom — condutividade (mS)

A diluicdo da amostra proveniente da IMAC foi uma abordagem para eliminar a
etapa de dessalinizagdo apos a IMAC. O resultado obtido nesta estratégia foi
parcialmente satisfatorio. A proteina aplicada na resina ndo se ligou totalmente a
matriz cromatografica, ocasionando perdas de rendimento durante o processo como
pode ser observado na figura 19, onde é possivel verificar um pico inicial referente a

proteina que nao aderiu a resina.
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Figura 19. Cromatografia de troca catiénica com resina SP FF.

Cromatograma relativo a troca catibnica com a coluna pré-empacotada SP FF 1 mL (GE
Healthcare), utilizando como amostra fragcao de eluicdo da IMAC diluida na proporgéo de 1:5
em Tampao Acetato 25 mM pH 4,5. Em azul- densidade 6tica a 280 nm, verde- concentragao
do tampéo de eluicdo, marrom — condutividade (mS).

Diante dos resultados obtidos e utilizando critérios como capacidade de ligagao
da proteina a resina e recuperacgao de proteina em cada método testado, foi definido
que a resina SP FF obteve o melhor desempenho dentre as testadas e seu
desempenho foi comparado ao da resina Q FF na troca anibnica, a partir da verificagao

da homogeneidade e rendimento de proteina LigANI ao final das etapas.

4.3.6 Determinagao da relagdo concentracao de proteina vs. volume de resina e o
impacto no rendimento:

Os ensaios para definicdo da metodologia utilizaram 1 g de massa uUmida
processado para 1 mL de resina pré-empacotada, o equivalente a aproximadamente
100 mg de proteina total aplicada. A fim de iniciar o escalonamento da purificagao foi
importante determinar a quantidade de proteina total a ser aplicada na primeira etapa
cromatografica.

A primeira avaliagao foi realizada com material produzido a partir da lise de 10 g

de sedimento bacteriano por sonicagao. A estratégia foi usar essa proporgao de
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proteina total, ou seja, para cada 500 mg - 5 mL de resina. Ao passo que a
concentragdo de proteina foi aumentada, a concentragdo de resina foi aumentada
proporcionalmente a fim de observar se o comportamento obtido na condi¢cao de
pequena escala poderia ser reproduzido em escala maior. Nesta etapa utilizamos até
10 mL de resina, através de duas 2 colunas Hi Trap HP de 5 mL (GE Healthcare)
conectadas.

A metodologia que forneceu os resultados mais reprodutiveis no item 3.1 acima
(que trata do estabelecimento da cromatografia de afinidade) foi repetida (vide
resultado na figura 10), o qual foi tampéao Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100
0,1%, Imidazol 20 mM, NaCl 500 mM pH 8,0 e lavagens com 20 e 40 mM de Imidazol.
O perfil cromatografico obtido ndo foi reproduzido e tivemos a eluigdo prévia da
proteina na etapa de lavagem com 40 mM de Imidazol, como pode ser visualizado no
SDS-PAGE da figura 20. De acordo com o cromatograma foi possivel observar um
aumento da absorbancia com o aumento da concentragao de Imidazol de 20 para 40
mM, e a mesma nao retornou para a linha de base quando do inicio da eluigao de
LigANI. No SDS-PAGE foi possivel observar que a proteina iniciou a sua eluicdo no
aumento da concentragao de Imidazol de 20 para 40 mM, diferente do resultado obtido
nas etapas de padronizagdo da metodologia em uma escala menor.

Diante dos resultados descritos acima, o experimento foi reformulado diminuindo
a concentracado de Imidazol de 40 para 30 mM na lavagem, com o intuito de nao
prejudicar o rendimento de proteina de interesse e sua obtengao com grau satisfatorio
de pureza. O resultado pode ser observado na figura 21, no qual a proteina LigANI foi
obtida com 97,4% de pureza e 15 % de recuperacdo em relacdo a concentragao de
proteina total aplicada na resina.

Na fase de avaliagao dos sistemas de ruptura celular, foi definido o sistema lise
mecéanica por homogenizador, baseados nos seguintes motivos: resultados
sastifatérios na lise das células, recuperacao de proteina total e solubilidade, e além
disso por ser um método escalonavel. No experimento de padronizacdo e
estabelecimento do método partimos de 20 g de biomassa para 200 mL de tampéo de
lise. No experimento abaixo (figura 22) apresentamos os resultados de IMAC o qual
purificamos a proteina LigANI a partir de uma biomassa de 20 g para 10 mL de resina.
Dados obtidos demonstraram que a proteina foi obtida com grau de pureza de 98,8 %

e rendimento de 265 mg de LigANI por litro de cultivo.
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Figura 20. Estabelecimento das condigdes de escalonamento para IMAC.

A- Cromatograma relativo a IMAC testando as condigbes de escalonamento. Em azul-
densidade otica a 280 nm, verde- concentragcdo do tampdo de eluicdo, marrom -—
condutividade (mS). B- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent onde foram
aplicados 10 uL de cada fragdo da cromatografia, a seguir: 1- marcador de peso molecular
(Bench mark protein ladder), 2- extrato total, 3- fragdo soluvel, 4- fracao soluvel apds adsorcao
a resina, 5- lavagem com tampéo Tris-HCI 20 mM, 6- lavagem com tampao Tris-HCI 20 mM,
7- lavagem com tampao contendo 40 mM de Imidazol, 8- eluicdo com lavagem com tampao
contendo 80 mM de Imidazol, 9- lavagem com tampao contendo 300 mM de Imidazol, 10-
lavagem com tampao contendo 1 M de Imidazol
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Figura 21. Ajuste da etapa de lavagem para padronizagcao da metodologia de
escalonamento para IMAC

A- Cromatograma relativo a IMAC com etapa de lavagem com tampao contendo 30mM de
Imidazol. Em azul- densidade 6tica a 280 nm, verde- concentracdo do tampéao de eluicao,
marrom — condutividade (mS). B- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent
onde foram aplicados 10 uL de cada fragdo da cromatografia, a seguir: 1- marcador de peso
molecular (Bench mark protein ladder), 2- extrato total, 3- fracdo soluvel, 4- fragcdo apds
adsorgao a resina, 5- eluicdo com tampao contendo 80 mM de Imidazol, 6- lavagem com
tampéao contendo 300 mM de Imidazol, 7- lavagem com tampao contendo 1 M de Imidazol.
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Figura 22. Demonstracao da reprodutibilidade da ruptura celular em homogeneizador e
escalonamento da IMAC

A- Cromatograma relativo a IMAC a partir de 20 g de massa umida lisado em homogeneizador.
Em azul- densidade 6tica a 280 nm, verde- concentragdao do tampéao de eluigdo, marrom —
condutividade (mS). B- SDS-PAGE 12,5% onde foram aplicados 10 pL de cada fragéo da
cromatografia, a seguir: 1- marcador de peso molecular, 2- extrato total, 3- fragao soluvel, 4-
fracao insoluvel 5- fragao soluvel apds adsorgéo a resina, 6- eluicdo com tampao contendo 80
mM de Imidazol, 7- lavagem com tampao contendo 300 mM de Imidazol, 8- lavagem com
tampao contendo 1 M de Imidazol.
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4.3.7 Definicdo da metodologia para cromatografia de troca idnica para o processo
de produgéao da proteina recombinante LigANI:

As resinas HiTrap SP FF e Q FF apresentaram os melhores resultados e foram
selecionadas para serem avaliadas comparativamente em escala maior, contudo,
antes da avaliagdo comparativa entre as metodologias e matrizes cromatograficas de
troca anibnica e catidnica, foi verificada a necessidade de avaliar uma nova resina
pois existia uma preocupacdo de a quantidade de proteina aplicada no teste
extrapolasse a capacidade da resina, e naquele momento o laboratdério ndao dispunha
de coluna de 5 mL de resina Q FF. Foi avaliada a substituicdo da resina Q FF pela
resina Q XL, que possui uma matriz bastante semelhante a da resina Q FF, € um
trocador anidnico forte formado por cadeias de dextran acopladas a um rede formada
pela agarose, possuindo alta capacidade de ligagao e resistir maiores fluxos. Diante
da semelhanga entre as resinas, era esperado que apresentassem desempenho
semelhante, entdo foi realizada uma avaliacdo a partir do material processado e
purificado pelas metodologias: homogeneizador e IMAC e dessalinizagdo de acordo
com os processos estabelecidos acima.

Os resultados obtidos demonstraram um perfil cromatografico bastante
semelhante entre as resinas, e as fragdes proteicas obtidas foram avaliadas por
quantificacdo por BCA e pureza e recuperagao por densitometria. O nivel de pureza
das proteinas foi de 99,7% obtido a partir de 53,4 mg de proteina da gel filtragdo. A
recuperacao foi de 22,7 mg de LigANI a partir da troca ibnica em Q FF e 21,9 mg de
LigANI na matriz Q XL. Os resultados, demonstram que ambas as resinas podem ser
utilizadas no processo de polimento da proteina LigANI.

As resinas SP FF e Q XL foram analisadas e comparadas usando a mesma
estratégia anterior, considerando as etapas estabelecidas para o escalonamento. A
fragao eluida na IMAC contendo a proteina recombinante LigANI foi dessalinizada por
gel filtragdo e o volume obtido na concentragdo de 266,2 mg de proteina total foi
dividido igualmente e utilizado para avaliagao do protocolo de purificagdo da proteina
recombinante LigANI com as resinas SP FF e Q XL. O cromatograma e o SDS-PAGE

referentes a cada uma delas pode ser visualizado nas figuras 23 e 24.
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Figura 23. Desempenho da resina SP FF em estudo comparativo entre as resinas de
troca idnica

A- Cromatograma relativo a troca catidénica com a resina SP FF. Em azul- densidade ética a
280nm, verde- concentragao do tampao de eluigdo, marrom — condutividade (mS). B- SDS-
PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent, onde foram aplicados 10 yL das
amostras a seguir: 1- marcador de peso molecular (Bench mark protein ladder); 2- amostra
aplicada na SP FF, 3- amostra nao ligada a resina SP FF, 4- lavagem com 100 mM de NaCl,
5- eluicao com 600 mM de NaCl.
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Figura 24. Desempenho da resina Q XL em estudo comparativo entre as resinas de troca
iOnica

A- Cromatograma relativo a cromatografia de troca anidnica com a resina Q XL. Em azul-
densidade otica a 280 nm, verde- concentragdo do tampdo de eluicdo, marrom -—
condutividade (mS) B- SDS-PAGE12,5% corado com Gel code blue stain reagent, onde foram
aplicados 10 pL das amostras a seguir: 1- marcador de peso molecular (Bench mark protein
ladder); 2- amostra aplicada na Q XL, 3- eluigdo com tampao Tris-HCI 20 mM pH 8/NaCl 300
mM
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Os resultados foram satisfatorios, entretanto cabe ressaltar que o resultado com a
resina Q XL foi melhor do que o da resina SP FF, uma vez que com esta resina parte
do material ndo foi adsorvido, talvez pelo fato de a quantidade de material aplicado ter
excedido a capacidade da mesma. De qualquer forma, foi dada continuidade as
avaliacdes de rendimento e pureza das amostras.

Para analise da homogeneidade, as fragdes eluidas oriundas da purificagdo em
SP FF e Q XL foram dessalinizadas nos tampdes Tris-HCI 50 mM pH 8,0 e Fosfato 50
mM pH 8,0 foram avaliadas na presenca ou ndo de DTT 20 mM através de eletroforese
em gel gradiente de poliacrilamida 4-12%, e os resultados obtidos podem ser

observados na figura 25 e na tabela 7:
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Figura 25. Eletroforese em gel de gradiente de poliacrilamida 4-12% para determinagao
da pureza de LigANI purificada em Q XL e SP FF.

Em 1: Padrao dual color; 2: LigANI relativa a SP FF sem adigdo de DTT; 3: LigANI Q XL sem
adicao de DTT; 4: LigANI SP FF com adicdo de DTT; 5: LigANI Q XL com adicdo de DTT.
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Tabela 7. Andlise densitométrica das bandas eletroforéticas oriundas da eletroforese
em gel de gradiente de poliacrilamida das amostras LigANI SP FF e LigANI Q XL.

AUSENCIA DE DTT PRESENCA DE DTT
SPFF QXL SPFF QXL
MM Rf % Banda MM Rf % Banda MM Rf % Banda MM Rf % Banda

67,2 0,37 94,8 64,93 0378 963 62,74 0,385 682 62,74 0,385 98,1
36,63 0,504 0,2 7,99 0,839 3,7 33,42 0,524 0,6 6,96 0,869 0.9

31,56 0,537 0,9 27,82 0,564 0,8 44 097 1
15,88 0,688 1,8 24,53 0,592 0,1
11,39 0,761 2,3 18,01 0,66 0,5

12,48 0,741 1,4
9,81 0,793 0,6
8,75 0,819 0.9
6,73 0,877 26,2
4,25 0,977 0,7

De acordo com os resultados acima, foi possivel constatar que a proteina
purificada a partir da resina Q XL se mostrou mais homogénea quando comparada a
amostra obtida da cromatografia com a resina SP FF. O grau de pureza foi avaliado
por densitometria e o resultado obtido foi de 99,45% contra 99,02%. Estes dados
foram cruciais para optar pelo uso da resina Q XL na escolha dessa estratégia nesta
etapa do processo de purificagdo da proteina LigANIl. Outro dado que reforga a
escolha da matriz cromatografica Q XL é a recuperagao da proteina ao final do
processo, considerando os dados de quantificacdo de proteinas totais para duas
estratégias foram obtidos 185,2 mg a partir da resina Q XL e 27,8 mg a partir da SP
FF.

4.4 Estabelecimento dos lotes de consisténcia e rendimento do processo:

Apos a determinacdo de todos os parametros e etapas do processo, foram
realizados 3 cultivos em fermentador de 2 litros em dias diferentes e parte destes foi
processada de acordo com as etapas do downstream processing demonstradas na
figura 26. Cada etapa foi monitorada quanto a concentragdo de proteinas totais e
determinagdo da pureza para determinagcdo do rendimento ao longo do processo
(tabela 8).
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Figura 26. Fluxograma representativo das etapas de separagao e purificagao da proteina
recombinante LigANI.

A biomassa umida de 53,3 £ 3,47 g foi obtida a partir da centrifugagéo do cultivo
de E. coli expressando a proteina recombinante LigANI realizado em fermentador de
2,5 litros. A ruptura da biomassa em homogeneizador permitiu a obtengédo do extrato
total com concentragdo de 2295,03 + 538,19 mg de proteinas totais. Apos a
centrifugacdo do extrato total, a fragdo soluvel foi mensurada e foi obtido a
concentragado de 1992,88 £+ 500,49 mg de proteinas soluveis, onde 48,61 + 11,98 %
destas corresponde a rLigANIl. Em seguida, a fragcdo soluvel foi purificada por
cromatografia de afinidade, e o rendimento desta etapa foi de 341,05 mg da proteina
purificada com grau de pureza de 98,69 + 0,83 %. A concentragdo de LigANI foi

calculada através da correlagdo entre o percentual de LigANI em relagdo a
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concentracdo da proteina total. A proteina de interesse foi isolada das demais e
utilizada nas etapas subsequentes, onde é importante ressaltar que na etapa de gel
filtracdo a recuperacgéo de LigANI € menor, uma vez que este método dilui a amostra
e é dificil quantificar a proteina com precisao, uma vez que a faixa de sensibilidade do
método de BCA é de 20-2000 pg/mL.

Ao final de todas etapas de purificagdo foi obtido 219,52 mg da proteina
rLigANI, que corresponde a 20,75 % do extrato total e com um grau de pureza de

99,70 % 0,24% a partir de 1 litro de cultivo em fermentador.

Tabela 8. Purificagdo da proteina rLigANI

Proteina total

(mg/L) rLigANI (mg/L) rLigANI (%) Rendimento (%)
Extrato total 2295,03 + 538,19 1058,0 46,41 + 8,10 100,00
Fracdo soluvel 1992,88 + 500,49 679,72 48,61 + 11,98 64,25
IMAC 345,58 + 68,95 341,05 98,69 + 0,83 32,24
GF 262,74 + 89,63 259,32 98,70 £ 0,79 24,51
IEX 254,74 + 88,37 252,96 99,34 £ 0,16 23,91
LigANI 220,18 £ 68,71 219,52 99,70 + 0,24 20,75

4.5 Reatividade cruzada entre a proteina LigANI de diferentes sorovares e
espécies

Esta avaliacdo teve o intuito de demonstrar a reatividade cruzada entre as
proteinas LigANI de diferentes sorovares e espécies e o soro policlonal anti-LigANI
produzido em camundongos a partir da imunizagdo com a proteina recombinante
LigANIl desenvolvida neste trabalho (a partir de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni), sugerindo que uma vacina de subunidade produzida a partir da
proteina recombinante LigANI desenvolvida neste trabalho tenha a capacidade de

conferir protecéo cruzada.
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4.5.1 Avaliacao do titulo dos soros policlonais anti-LigANI produzidos em
camundongo:

Inicialmente, os soros policlonais foram avaliados individualmente por dot blot
para determinacgao do titulo de anticorpos. A avaliagao de todos os animais gerou um
titulo médio acima de 1:32.000, com exceg¢ao de um dos animais. Foi montado um
pool de soros, e o soro deste animal foi excluido. Em seguida, o pool foi titulado por
imunoblotting e definido em 1:64.000 para garantir seu reconhecimento mesmo em
menores concentragdes da proteina recombinante. Na figura 27, podem ser
observadas as diuicbes testadas e o reconhecimento da proteina LigANI

recombinante.

£6,%kDa br !

Figura 27. Imunoblotting da titulagcao do pool de soros de camundongo anti-LigANI.
Imunoblotting representativo da titulacdo do pool de soros anti-LigANI produzido em
camundongos a partir da proteina recombinante purificada até a etapa de troca aniénica. Em
1- diluicdo de 1:16.000, 2- 1:32.000, 3- 1:64.000, 4- 1:128.000 e 5- 1:256.000.
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4.5.2 Ensaio de antigenicidade contra antigenos recombinantes de diferentes
especies e sorovares:

O imunoblotting demonstrou que o soro anti-LigANI produzido em
camundongos foi capaz de reconhecer todas as proteinas LigANI de diferentes

sorovares de Leptospiras patogénicos como pode ser observado na figura 28.

1 2 3 4 5 6

75kDa P - -

Figura 28. Imunoblotting do reconhecimento das proteinas recombinantes LigANI de
diferentes espécies e sorovares pelo anti-soro anti-LigANI.

1- padrdo de peso molecular Dual color (Bio-rad), proteinas recombinantes de: 2- L.
interrogans Autumnalis, 3- L. interrogans Canicola, 4- L. interrogans Pomona, 5- L. interrogans
Copenhageni, 6- Controle negativo - proteina PsaA (Streptococcus pneumoniae)

4.5.3 Avaliacédo da adesdo da proteina recombinante LigANI as proteinas de matriz
extracelular

A proteina recombinante LigANI foi avaliada quanto a capacidade de adeséao
as proteinas de matrizz Colageno, Fibrinogénio, Fibronectina e Laminina,
caracteristica das Ligs ja reportada em alguns trabalhos (Lin et al, 2010; Castiblanco-
Valencia et al., 2016; Fernandes et al., 2016; Evangelista et al., 2017).

Para o estabelecimento do ensaio, inicialmente foram testadas diferentes
concentragdes de LigANI e da proteina de matriz Fibronectina, e em seguida avaliados
os melhores titulos dos anticorpos primario e secundario. O anticorpo primario (anti-
Histidina - SIGMA) foi testado nas diluigdes de 1:3.000 (indicada pelo fabricante) e
1:1.500, contudo o melhor sinal foi na diluicdo de 1.1.500, ficando assim estabelecido
esse titulo. Enquanto, que para o anticorpo secundario (anticorpo anti-lgG
camundongo marcado com peroxidase — SIGMA) foram avaliadas as diluigdes
1:15.000, 1:20.000 e 1:30.000, o titulo foi estabelecido na concentracéo de 1:15.000
(Figuras 29 e 30).
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Figura 29. Comparacao do desempenho das diluicdes do anticorpo secundario (anti-
mouse IgG peroxidase — SIGMA) em relagdao a diluicao 1:1.1500 do anticorpo anti-

Histidina (SIGMA)
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Figura 30. Comparacao do desempenho das diluicoes do anticorpo secundario (anti-
mouse IgG peroxidase — SIGMA) em relagdo a diluicdo 1:3.000 do anticorpo anti-

Histidina (SIGMA)
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Em seguida, foram estabelecidas a concentragédo das proteinas de matriz e da
proteina LigANI para o ensaio de adesdo. Foram avaliadas diferentes concentragdes
de Colageno, Fibrinogénio, Fibronectina e Laminina que variaram entre 1 e 10 ug,
entretanto a diferencga nao foi significativa entre a menor (1ug) e a maior concentragéao
(10upg) (Figura 31) e as concentragdes de LigANI que variaram entre: 0,25 e 2 yM.
Diante dessa observagao, para as avaliagbes comparativas entre as diferentes
proteinas de matriz, foi determinada a concentragao de 1 ug para todas as avaliagdes.

ApOs a padronizagdo do ensaio, foram realizados trés experimentos
independentes com as proteinas de matriz Colageno, Fibrinogénio, Fibronectina e
Laminina para demonstrar a reprodutibilidade do método, e pdde ser observado o
mesmo padrao de ligagdo em todos eles, sendo possivel demonstrar a capacidade de
adesao da proteina recombinante LigANI produzida nesse trabalho nas concentragdes
de 0,25; 0,5; 1 e 2 yM das proteinas de matriz avaliadas, frente os controles: a proteina

LigB7-11 (controle positivo) e PsaA (controle negativo) (Figura 32).
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Figura 31. Quadro com a relagdao entre concentragdo das proteinas de matriz
extracelular e de LigANI.
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Figura 32. Quadro demonstrativo da reprodutibilidade dos ensaios de adesao.
Gréficos de barras demonstrativos dos ensaios com as diluigdes da proteina LigANI de 0,25
MM a 2 uM a partir de 1 pg de cada proteina de matriz extracelular.

Os resultados obtidos indicaram que os experimentos de adesdo foram
reprodutiveis e que é necessario que seja utilizado uma concentragado de 2 uM da
proteina recombinante LigANI para demonstrar a adesdo as proteinas de matriz
testadas.

Apods a padronizagao da metodologia com a proteina de matriz Fibronectina,
foram realizadas as avaliagbes da adesdo da proteina recombinante LigANI as
proteinas de matriz extracelular: Fibrinogénio, Laminina e Colageno. Em uma
avaliagcdo comparativa, os resultados indicam que a proteina recombinante LigANI tem
a capacidade de aderir a todas as proteinas de matriz testadas, contudo foi observado

uma maior capacidade de adesao a Laminina (Figura 33).
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Figura 33. Quadro comparativo do ensaio de adesao de LigANI as diferentes proteinas

de matriz extracelular

Grafico de barras comparando a absorbancia obtida a partir da adesdo da proteina
recombinante LigANI as proteinas de matriz Colageno, Fibrinogénio, Fibronectina e Laminina
€ sua comparagdo com os controles: proteina recombinante LigB7-11 (controle positivo) e
PsaA (controle negativo).

4.6 Caracterizagao fisico-quimica da proteina recombinante LigANI
4.6.1 Avaliagcédo do ponto isoelétrico

O ponto isoelétrico € definido como o valor de pH onde uma molécula, por
exemplo, um aminoacido ou uma proteina, apresenta carga elétrica liquida igual a
zero. E uma avaliacdo que esta diretamente ligada ao diferencial de cargas que a
proteina apresenta em uma dada solucdo, o que interfere diretamente na sua
solubilidade. A avaliacdo preditiva do pl foi realizada previamente através dos
programas de Bioinformatica Expasy e Prot pi (Gasteiger et al., 2005; Bjellqvist et al.,
1993; Bjellgvist et al., 1994) sendo importante ressaltar que o pl preditivo é calculado
baseado na estrutura primaria da proteina.

Avaliamos o pl experimental por IEF-PAGE em gradiente de pH 3 a 9
observou-se que as amostras de LigANI SP FF e LigANI Q XL apresentaram ponto
isoelétrico de 6,94. O valor experimental foi proximo ao obtido a partir da analise
preditiva fornecida pelos programas computacionais Expasy e Prot pi, onde o ponto

isoelétrico da proteina LigANI informado foi de 6,77 e 6,85, respectivamente.
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Os valores de pl foram estimados a partir da curva de calibragado curva linear
semi-log: y = -0,401*x + 0,936, R? = 0.946269. Na figura 34, pode-se visualizar o gel

para determinagao do ponto isoelétrico e na figura 35, a analise por densitometria do
mesmo.

Figura 34 Focalizacao isoelétrica de LigANI.

Em 1- Padréo 3-10 Gold (GE Healthcare), 2- LigANI obtida a partir da purificagdo em SP FF,
3- LigANI obtida a partir da purificagdo em Q XL.

1007

Intensity (Int)

|
0 ‘M[L |” e Yl i l i Ili |hl WY Il .l‘niul \i! -l ~ 'Iﬁﬂ“ ulllul AT VA bl ‘ i Jll (TaTLL Y l| tundft hl‘

. - -
| W - - -
| » . i » s
| G s - —— .
I

I T 1 1
0.00 025 0.50 Rf 075 1.00

Figura 35. Densitometria do IEF-PAGE da proteina LigANI purificada em coluna de
troca anidénica Q XL

4.6.2 Determinacao da estrutura secundaria da proteina recombinante LigANI por
dicroismo circular (DC):

O dicroismo circular € uma técnica espectroscopica extensivamente usada
para estudar conformacéao e estabilidade de proteinas em diferentes condi¢des, como

por exemplo, temperatura, forga ibnica, pH, presenca de solutos e/ou pequenas
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moléculas. Esta técnica pode fornecer informagdes quanto a estrutura secundaria e
terciaria sendo bastante versatil em biologia estrutural.

Foram feitas analises de dicroismo circular da proteina LigANI a partir de
diferentes lotes de proteina produzidos em experimentos independentes como mostra
a figura 36. O resultado indica que a proteina possui uma estrutura secundaria
randémica composta predominante por folha Beta. De acordo com o programa
Dichroweb (Whitmore e Wallace, 2004; Whitmore e Wallace, 2008; Sreerama e
Woody, 2000) que realiza a analise de resultados de dicroismo circular, LigANI possui
em sua constituicdo 33,5% de folha 3, sendo o tipo de estrutura secundaria majoritaria
observada na composigédo da proteina LigANI. Esses dados corroboram as analises
preditivas realizadas por programas computacionais como o Psipred (Jones, 1999;
Buchan et al., 2013) e Phyre2 (Kelley et al., 2015), como pode ser observado nos

anexos 2 e 3.

Espectro de dicroismo circular de diferentes lotes da
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Figura 36. Espectros de dicroismo circular da proteina recombinante LigANI.
1, 2, e 3 sdo os espectros obtidos a partir de amostras de trés experimentos diferentes.

4.6.3 Determinac&o da massa molecular da proteina LigANI:

A verificagdo da massa molecular da proteina LigANI foi realizada a partir de
trés diferentes técnicas, sendo elas: a cromatografia de exclusdo molecular (SEC),
eletroforese em gel de gradiente de poliacrilamida 8-25% e espectrometria de massas.

Através da cromatografia de exclusdo molecular ndo foi possivel confirmar o peso

molecular preditivo da proteina recombinante de 66,9 kDa, sendo encontrado um peso
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molecular de 109 kDa (Figura 37). Contudo na eletroforese em gel gradiente de
poliacrilamida foi encontrado o tamanho esperado de 66,9 kDa da proteina

recombinante LigANI (Figura 38).
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Figura 37. Determinagao da massa molecular da proteina LigANI através de SEC.

Perfil cromatografico de LigANI Q XL, em coluna Superdex 200 (10/30) para determinagao de
massa molecular. Absorbancia a 220 nm e 280 nm. Em azul, perfil da densidade ética de 280
nm, com calibragdo com os padrdes: Blue Dextran (2000 kDa), Aldolase (150 kDa),
Conalbumina (75 kDa) e Ribonuclease (13,7 kDa), em ciano, perfil da densidade o6tica a 220
nm, com calibragdo com os padrdes e em verde, perfil da densidade 6tica a 220 nm de LigANI.

A cromatografia de exclusdo molecular utilizou padrées de massa molecular
conhecidos, na qual obtivemos a curva de calibragdo y = -2,4888x + 2,7869, R? =
0,9995, conforme mostra a figura acima. A massa da amostra foi estimada em 109,7
kDa. Este peso molecular obtido, maior do que o esperado, pode ser atribuido ao fato
de a proteina poder apresentar uma estrutura mais alongada do que globular. Esta
informacéo foi obtida a partir da analise da sequéncia preditiva da proteina LigANI a
partir do programa Phyre 2, onde a regido de homologia compreende do aminoacido
266 ao 627. Foram alinhados 358 residuos com 13% de identidade e 99,21% de
confianga. Os modelos gerados pelo programa referente a esta regido podem ser

visualizados nas figuras 39 e 40.
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Figura 38. Determinagdo da massa molecular da proteina LigANIl através de gel
gradiente de poliacrilamida

Perfil eletroforético obtido a partir do gel gradiente de poliacrilamida 8-25% para confirmagéao
do peso molecular preditivo da proteina LigANI. Em 1- padrdo de peso molecular Dual Color
(Bio-rad), 2- LigANI, 3- LigANI na presenga de DTT 10 mM.

Figura 39 . Modelo gerado pelo programa Phyre 2 relativo a regidao de homologia com
Invasina.
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Figura 40. Modelo de estrutura terciaria para a proteina LigANI

Imagem gerada pelo programa Phyre2 sugerindo uma estrutura terciaria para proteina LigANI
baseada na sua identidade com as proteinas de estrutura conhecida e ja disponibilizada nas

bases de dados.

Na espectrometria de massa também determinamos a massa molecular real da
proteina recombinante LigANI de 66,9 kDa onde devem ser considerados os picos de
maior massa obtidos acima de 5,000 m/z. A partir da analise do resultado, é possivel

a observacéao de trés picos com relativa abundancia onde verificamos as espécies de

LigANI obtidas com uma, duas e trés cargas (Figura 41).
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Figura 41. Determinagcdao da massa molecular da proteina
espectrometria de massa.

LigANI

através de

Anadlise de massas MALDI-TOF da proteina recombinante purificada LigANI, onde as setas

representam as espécies de uma, duas e trés cargas.
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4.7 Controle de processo durante e ao final da purificagcao

4.7.1 Avaliacao da presenca de agregados nas amostras de proteina LigANI
recombinante ao final do processo

4.7.1.1 Avaliacao por Espectroscopia de Fluorescéncia

Inicialmente, achava-se que a massa molecular mais alta da proteina LigANI
observada na cromatografia de exclusdo, fosse devido a possivel presenca de
agregados na amostra proteica, dessa forma foram realizados ensaios de
espectrofluorescéncia para avaliar essa hipétese como pode ser observado nas
figuras 42 e 43.

A B

Espectroscopia de fluorescéncia de LigANI em diferentes condicdes Avaliacdo do espalhamento de luz de rLigANI em diferentes
80 condicbes

Intensidade de fluorescéncia (mAU)
IS
]
Espalhamento de luz(UA)
[
8
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340

Figura 42. Espectros de fluorescéncia da amostra LigANI Q XL em diferentes condi¢oes.
Espectros de fluorescéncia da amostra LigANI Q XL em diferentes concentracdes de SDS,
Guanidina e aumento de temperatura. A- Espectro de intensidade de fluorescéncia. B-
Espalhamento de luz.

De acordo com os resultados acima, é possivel afirmar que a proteina é
susceptivel a acdo de detergentes e aumento de temperatura, uma vez que é
observado um aumento do comprimento de onda no grafico A. Em relagao, a presenca
de agregados, de acordo com o grafico B é possivel verificar que houve uma
diminuicdo do espalhamento de luz em relagdo ao controle, entretanto ndo houve

deslocamento do centro de massa, o que indica a inexisténcia de agregados.
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Espectroscopia de fluorescéncia de LigANI em presenca de Uréia
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Figura 43. Espectros de fluorescéncia da amostra LigANlI Q XL em diferentes

concentragées de uréia.

A- Espectro de intensidade de fluorescéncia. B- Espalhamento de luz.

Os resultados acima indicam que a proteina recombinante LigANI se mostrou

muito estavel nas diferentes condigcbes uma vez que se observa mudanga no perfil da

proteina somente a partir da condi¢cao de Uréia 5 M, e de acordo com o espalhamento

de luz, ndo foi observada diferenga no perfil da proteina e os valores (em unidades

arbirtrarias) do espalhamento de luz ndo foram altos (acima de 250 UA), o que € um

indicativo da auséncia de agregados nas amostras proteicas avaliadas. E importante

ressaltar que a proteina demonstrou ser estavel, pois s6 foi possivel visualizar

modificacdes na estrutura em presenca de altas concentragdes de Uréia e Guanidina

(agentes caotropicos desnaturantes)

4.7.1.2 Espalhamento dindmico de luz (dynamic light scattering - DLS)

O espalhamento dindmico de luz (em inglés DLS, Dynamic Light Scattering) é

uma técnica de caracterizagao fisico-quimica que mede a distribuicdo do tamanho de

pequenas particulas e moléculas em solugao liquida, sendo precisa e rapida para

medir a distribuicdo de tamanho de particulas com mesmo tamanho, mas nao sendo

tdo precisa para diferengas de tamanho de moléculas muito grandes. Dessa forma, é

uma técnica bastante eficiente em determinar o tamanho das particulas em uma

solugao, e assim indiretamente verificar também a presencga de possiveis agregados.

A figura 44 mostra o espectro obtido a partir de 1,4 mg da proteina recombinante
LigANI em solugdo tampé&o PBS / Triton 0,001%.
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Figura 44. Espectro de DLS da proteina LigANI

A- Espectro de DLS da proteina recombinante LigANI, mostrando uma unica barra
predominante do sinal obtido. B- tabela com as informacdes obtidas a partir da analise de
DLS, como raio da particula, indice de polidispersividade (Pd), peso molecular (PM),
intensidade do pico total e massa analisada.

As analises realizadas através da técnica de DLS demonstraram que néo foi
possivel visualizar a presenga de agregados nas amostras de proteina LigANI. Este
resultado corrobora com os dados obtidos através da espectroscopia de fluorescéncia,
onde o perfil da proteina ndo foi alterado na presenca de agentes caotropicos ou
detergentes. Os indices de polidispersividade, em média, variaram entre 24-28%, e o
tamanho das particulas avaliadas foi menor que 5 nm, ndo sendo observadas

particulas de tamanhos maiores, confirmando a homogeneidade da amostra.

4.7.2 Quantificacdo de acido desoxirribonucleico (DNA) residual através de
fluorescéncia

O monitoramento da concentragdo de acido nucleico durante e ao final do
processo de purificacdo de imunobioldégico com finalidade terapéutica € uma etapa
importante no desenvolvimento de um processo. Os resultados obtidos em nosso
estudo durante as etapas de purificacdo podem ser verificados na tabela 9, onde é

possivel observar redu¢cao da quantidade de DNA residual ao longo do processo,
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entretanto a concentracdo de DNA na amostra final ficou acima dos limites

recomendados pelas agéncias regulatorias.

Tabela 9. Concentragdo de DNA total obtida através da metodologia de fluorescéncia
(Qubit) em cada uma das etapas do processo para obtencao da proteina recombinante
LigANI.

Etapas do processo Quantificagao DNA total (ng/pL)

Extrato total 45200 + 2262
Fracao soluvel 54800 + 10748
IMAC 5,33 + 1,644
Gel filtragao 1
IEX 1,85 + 0,009
LigANI 1,4 £ 0,283

4.7.3 Quantificagdo de endotoxinas

A quantidade de endotoxinas numa vacina é um fator extremamente importante
uma vez que o LPS deve ser encontrado em quantidades em que nao seja capaz de
causar reatogenicidade, uma vez que dentre os varios componentes de uma vacina,
varios podem causar reacdes adversas. E importante afirmar que cada vacina
comercializada tem o seu limite proprio estabelecido, e as agéncias regulatorias
apenas fazem recomendacdes quanto as quantidades de endotoxina apropriadas
para vacinas (Brito e Singh, 2011).

As amostras de proteinas totais de trés experimentos independentes foram
avaliadas tanto pelo teste cinético cromogénico quanto pelo Teste de LAL no
equipamento PTS-Endosafe.

Os resultados obtidos através do teste cinético cromogénico podem ser
visualizados na tabela 10 e todas as amostras foram recuperadas com percentual

menor do que 200% (valor estabelecido pelo teste).
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Tabela 10. Quantificagao de endotoxinas pelo teste cromogénico de cada etapa do
processo de purificagao da proteina LigANI.

Etapas UE/pg/mL
Extrato total 3,85 x104
Frag&o soluvel 4,87 x 102
IMAC 1,46 x 102
Gel filtragao 1,4 x10?
[EX 2,9 x 102
LigANI final 1,2 x 102

As amostras do final da purificacdo obtidos pelo teste PTS-Endosafe foram obtidas
a partir de triplicatas de experimentos diferentes e tiveram valor de 130 £ 17,35
UE/mg/mL.

As quantidades de endotoxinas obtidas nas amostras de cada etapa foram
consideradas com valores altos, 0 que pode ser explicado pela etapa do processo
equivalente, como por exemplo quando se observa a quantidade de endotoxinas no
extrato total, o valor obtido de 3,85 x 10” UE/mL em 1mg de proteina. Esses valores
altos podem ser explicados pois estamos nos referindo ao lisado total da amostra de
um produto oriundo de uma bactéria gram negativa. Entretanto, pode se observar pela
tabela acima a redugao da carga de endoxinas ao longo do processo de purificagao,
ao final a concentracéo foi de 1,2 X102 UE/mL.

O método cromogénico € um meétodo bastante sensivel, e além disso, a fim de
obter dados mais proximos da realidade seria necessario o tratamento das vidrarias e
plasticos utilizados durante o processo, ou a utilizacdo de material descartavel
apirogénico, o que néo foi feito. A avaliagdo das amostras de rLigANI ao final do
processo feita pelo método PTS-Endosafe demonstra que a quantidade de LPS esta

dentro dos valores aceitaveis pela FDA e USP.

4.8 Estudo da estabilidade da proteina LigANI

4.8.1 Avaliacdo da estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

Este experimento teve como objetivo avaliar a estabilidade da proteina e sua
capacidade de resisténcia a ciclos de congelamento e descongelamento continuos

que configuram situagcédo de extremo estresse para o material. As aliquotas obtidas a
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cada ciclo de descongelamento foram avaliadas por SDS-PAGE 12,5%, imunoblotting

com soro de pacientes e dicroismo circular como mostram as figuras 45 e 46.

A B

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 45 6 7

75kDa P

70kDa
P R - - e - - .-

Figura 45. Andlise da proteina recombinante LigANlI submetida a ciclos de
congelamento e descongelamento sucessivos

A- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent onde foram aplicados 1 ug por
poco da proteina recombinante LigANI das amostras relativas aos ciclos de congelamento e
descongelamento. 1- padrdo de peso molecular (Bench Mark protein ladder), 2- LigANI
controle armazenada em freezer -80°C, 3- 1° ciclo de descongelamento, 4- 2° ciclo de
descongelamento, 5- 3° ciclo de descongelamento, 6- 4° ciclo de descongelamento, 7- 5° ciclo
de descongelamento. B- Imunoblotting contra pool de soro de pacientes 1:500 contendo 500
ng da proteina recombinante LigANI por poco. 1- padrao de massa molecular pré-corado (Dual
color (Bio-rad), 2 a 7- idem a ordem da figura B.
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Figura 46. Analise estrutural da proteina LigANI apés cinco ciclos de congelamento e

descongelamento sucessivos.

A- Dicroismo circular. B- Espectro de fluorescéncia, C- Espalhamento de luz. O controle é a

proteina rLigANI estocada a -80°C.

Os resultados obtidos a partir das analises realizadas demonstram que a

proteina apresenta o mesmo perfil apds cinco ciclos de descongelamento, o que indica

que a proteina é estavel, e ndo foi detectada formacéo de agregados através das

técnicas utilizadas. No SDS-PAGE e no imunoblotting foi possivel visualizar uma

banda unica referente a proteina LigANI, e as analises de dicroismo circular e

espectrofluorescéncia mostraram que a proteina permeneceu integra e manteve sua

estrutura secundaria, mostrando perfil semelhante ao do controle.
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4.8.2 Estabilidade acelerada de curto periodo (Short term accelerated stability)

Este estudo foi conduzido no intuito de verificar o comportamento da proteina por
um curto periodo de tempo a temperatura ambiente, a fim de verificar sua estabilidade

nesta condi¢ao e os resultados podem ser verificados nas figuras 47 e 48.

A B

5 6 7 8 9 10 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10

70kDa"‘—------===

N

Figura 47. Analise da proteina LigANI mantida um més a temperatura ambiente.

A- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent onde foram aplicados 1 ug da
proteina recombinante LigANI por pogo. 1- padrdo de peso molecular Bench Mark (Invitrogen),
2 e 6- LigANI controle armazenada em freezer -80°C, 3 e 7- lotes 1 e 2 da proteina LigANI
apos 1 semana a temperatura ambiente, 4 e 8- lotes 1 e 2 da proteina LigANI apds 2 semanas
a temperatura ambiente, 5 e 9- lotes 1 e 2 da proteina LigANI apds 3 semanas a temperatura
ambiente, 6 e 10- lotes 1 e 2 da proteina LigANI apds 4 semanas a temperatura ambiente. B-
Imunoblotting contra pool de soro de pacientes 1:500 contendo 500 ng da proteina
recombinante LigANI por pogo. 1- LigANI controle armazenada em freezer -80°C, 2 e 7- lotes
1 e 2 da proteina LigANI apés 1 semana a temperatura ambiente, 3 e 8- lotes 1 e 2 da proteina
LigANI apds 2 semanas a temperatura ambiente, 4 e 9- lotes 1 e 2 da proteina LigANI apos 3
semanas a temperatura ambiente, 5 e 10- lotes 1 e 2 da proteina LigANI apds 4 semanas a
temperatura ambiente.
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Espectro de dicroismo circular de LigANI - avaliagdo da amostra a
temperatura ambiente durante 1 més
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Figura 48. Analises estruturais da proteina LigANlI mantida a temperatura ambiente
durante 1 més

A- Analise de dicroismo circular da proteina LigANI na avaliagcdo de estabilidade a temperatura
ambiente, onde controle equivale a LigANI estocada a -80°C (lote1), e os espectros de
dicroismo circular da proteina rLigANI obtidos semanalmente. B- Espectroscopia de
fluorescéncia, C- Analise da intensidade de luz.

Os resultados obtidos a partir do SDS-PAGE e do imunoblotting indicam
degradagao da proteina recombinante LigANI ao longo da estocagem a temperatura
ambiente, contudo nas analises de dicroismo circular e fluorescéncia nao podemos
observar alteragdo da qualidade da proteina, uma vez que o perfil dos espectros
obtidos se mantém semelhante ao da amostra controle, ndo havendo alteracdo da
estrutura secundaria.

Diante dos resultados obtidos acima, foi feita nova avaliacdo com a adig¢ao de
inibidor de proteases e o resultado pode ser visualizado na figura 49. De acordo com
o resultado observado no SDS-PAGE, apds a adigdo do inibidor de protease, a
proteina LigANI permaneceu estavel por mais tempo e o indice de degradagao foi
menor quando comparado a avaliacdo sem a adicao de inibidor de proteases. Através

do imunoblotting é possivel visualizar uma banda unica referente a proteina LigANI.
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Figura 49 Anadlises da proteina LigANI apos 1 més a temperatura ambiente com e sem
adicao do inbidor de proteases.

A- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent onde foram aplicados 1 ug da
proteina recombinante LigANI por poco. 1- padrao de peso molecular Bench Mark (Invitrogen),
2- LigANI controle armazenada em freezer -80°C, 3- LigANI apdés 1 semana a temperatura
ambiente, 4- LigANI apds 2 semanas a temperatura ambiente , 5- LigANI apds 3 semanas a
temperatura ambiente, 6- LigANI apds 4 semanas a temperatura ambiente, 7- LigANI com
adicao do inibidor de protease, apds 1 semana a temperatura ambiente, 8- LigANI com adicéo
do inibidor de protease, apds 2 semanas a temperatura ambiente, 9- LigANI com adi¢cédo do
inibidor de protease, apds 3 semanas a temperatura ambiente, 10- LigANI com adi¢cdo do
inibidor de protease, apds 3 semanas a temperatura ambiente. B- Imunoblotting contra pool
de soro de pacientes 1:500 contendo 500 ng da proteina recombinante LigANI por pogo. 1-
padréo de peso molecular Dual color (Bio-rad), 2 a 10- idem a imagem A.

Nos estudos para avaliagdo da estabilidade da proteina LigANI, seja o
experimento onde foram realizados ciclos de congelamento e descongelamento da
proteina LigANI ou a avaliagdo apés 1 més a temperatura ambiente, foi possivel
observar que nao houve mudanca a nivel de estrutura secundaria pois nao houve
alteracdo do perfil em relagdo ao controle nas avaliagdes por dicroismo circular e
espectroscopia de fluorescéncia (Figuras 46 e 48).

A partir deste estudo foi possivel demonstrar que a proteina rLigANI em solugao
tampao PBS sofre degradacdo quando mantida a temperatura ambiente como pode
ser observado nos resultados com presenca de duas bandas no SDS-PAGE,
entretanto quando houve a adigao do inibidor de protease a degradacéo foi reduzida
consideravelmente, dessa forma podemos sugerir que o processo de degradacgao tem

o envolvimento de proteases presente na solucio proteica.

106



4.8.3 Avaliacao das condigdes de armazenamento da proteina LigANI:

Este tipo de estudo é importante para determinar a estabilidade ao longo do tempo
da estocagem da proteina e com isso verificar o periodo e as condi¢des nas quais a
proteina se mantém integra durante ao armazenamento. Outro ponto importante que
vale destacar é que este tipo de estudo permite identificar a temperatura ideal, tamp&o
adequado, apresentacédo liquida ou liofilizada para estocagem da proteina. Os
parametros avaliados neste estudo foram: formulagéo (liquida ou liofilizada),
temperatura de estocagem (temperatura ambiente, 2-8°C, -20°C e -80°C), e diferentes
tampdes de armazenamento (HEPES 50 mM pH 6,8, Fosfato de Sodio pH 7,4 e PBS
pH 7,4).

O acompanhamento destas amostras foi realizado a cada 30 dias até 120 dias de
estocagem através de SDS-PAGE 12,5%, imunoblotting com pool de soro de
pacientes e capacidade de adesao as proteinas de matriz extracelular, como pode ser
observado nas figuras 50, 51, 52 e 53. Previamente as analises, as amostras da
proteina LigANI foram quantificadas por BCA, e apresentaram as seguintes
concentragdes: PBS pH 7,4: 1,85 mg/mL; Fosfato de Sédio pH 7,4: 1,5 mg/mL e
HEPES 50 mM pH 6,8: 0,56 mg/mL. Nao foram observadas diferencas em relagéo a
quantificagdo no tempo inicial (t0) e a concentragao utilizada nas avaliagdes foi de 5ug
para SDS-PAGE, 1 ug para imunoblotting e 2 uM para ensaio de adesao.
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Figura 50. Estabilidade da proteina LigANI armazenada em tampao Fosfato de Sédio.
A- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent onde foram aplicados 1 ug da proteina recombinante LigANI por pogo. B- Imunoblotting

contra pool de soro de pacientes 1:500 contendo 500 ng da proteina recombinante LigANI por po¢o. BM- marcador de peso molecular (Bench Mark
protein ladder (Thermo Fischer Scientific), DC- padrao de peso molecular pré-corado Dual color (Bio-rad).
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Figura 51. Estabilidade da proteina LigANI armazenada em tampao HEPES 50 mM pH 6.8.
A- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent onde foram aplicados 1 ug da proteina recombinante LigANI por poco. B-

Imunoblotting contra pool de soro de pacientes 1:500 contendo 500 ng da proteina recombinante LigANI por po¢o. BM- marcador de peso molecular
(Bench Mark protein ladder (Thermo Fischer Scientific), DC- padrdo de peso molecular pré-corado Dual color (Bio-rad).
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Figura 52 Estabilidade da proteina LigANI armazenada em tampao PBS.

A- SDS-PAGE 12,5% corado com Gel code blue stain reagent onde foram aplicados 1 pyg da proteina recombinante LigANI por poco. B-
Imunoblotting contra pool de soro de pacientes 1:500 contendo 500 ng da proteina recombinante LigANI por pogo. BM- marcador de peso
molecular (Bench Mark protein ladder (Thermo Fischer Scientific), DC- padrao de peso molecular pré-corado Dual color (Bio-rad)
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Comparagéo entre as diferentes condi¢cdes de armazenamento da proteina rLigANI
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Figura 53. Ensaio de adesao de LigANI as proteinas de matriz extracelular a partir
da proteina armazenada em diferentes condigodes.

Grafico demonstrando a comparacao entre os tampdes PBS pH 7,4, Fosfato de Sddio
pH 7,4 e HEPES pH 6,8 e o respectivo comportamento nas temperaturas -80°C, -20°C,
2-8°C (em vermelho: formulagao liquida e azul: formulagéo liofilizada) e temperatura
ambiente.

As avaliacdes indicam que tanto a formulacdo liquida quanto a liofilizada
apresentaram resultados satisfatérios de integridade quando avaliados por SDS-
PAGE e imunoblotting, mostrando que as amostras se mantiveram estaveis de
uma forma geral, com excec¢ao da formulagéao liquida estocada a temperatura de
2-8°C que apresentou diferentes niveis de degragao, onde se pode observar uma
maior degradagédo quando a proteina foi mantida em tamp&o PBS.

Quando se comparam os resultados de estocagem entre as temperaturas
-80°C e -20°C nos diferentes tampdes, ndo observamos diferencas em relagao
ao perfil das proteinas estocadas nessas condi¢gdes. A condigao ideal para
seguranga do material no armazenamento por longos periodos € a temperatura
de -80°C. Nao observamos diferengcas no perfil das amostras liofilizadas
estocadas a 2-8°C por SDS-PAGE e imunoblotting. As amostras proteicas
estocadas nas diferentes condi¢cdes e tampdes foram avaliadas quanto a sua
funcionalidade pelo ensaio de adesado. Os resultados apresentados no grafico
para cada condicdo € a média das D.O. de experimentos independentes que
avaliaram os tempos 0, 30, 60 e 120 dias. Os resultados do ensaio de adesao
das amostras da proteina LigANI liofilizada mantida a temperatura ambiente e 2-

8°C demonstrou funcionalidade quanto a capacidade de adesdao quando
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comparada as outras condi¢cdes. A excecao foi quando essas amostras foram
diluidas em tamp&do HEPES pH 6,8. Outro dado observado foi que a proteina
liofilizada apresentou uma maior capacidade de adesdo quando estocada a
temperatura ambiente do que quando mantida a 2-8°C.

Com relacdo a formulagao liofilizada, o armazenamento a temperatura
ambiente se destaca em todos os tampdes avaliados, sendo que o melhor

desempenho pode ser observado com a proteina armazenada em PBS.
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5 DISCUSSAO

A potencial utilizagdo da proteina LigANI como componente de uma
formulacdo vacinal, bem como para ferramenta para o diagnostico sorologico da
leptospirose ja foi demonstrada em varios estudos publicados e patentes (Bacelo
et al., 2014; Hartwig et al., 2014; Kitashoji et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Silva
et al., 2007). Contudo, até o momento essas avaliagbes foram realizadas com
diferentes metodologias de expressdo e purificagdo do antigeno né&o
escalonaveis. Pensando nisso, o presente estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de metodologias de expressao (upstream) e purificagdo
(downstream) escalonaveis da proteina visando sua obtencdo com altos niveis
de produtividade, pureza, homogeneidade e integridade bem como
caracterizagao do antigeno através do conhecimento das suas caracteristicas,
tais como: ponto isoelétrico real, determinacido da estrutura secundaria,
confirmagédo da massa molecular, integridade, estabilidade e demonstragédo da
sua atividade biologica através da avaliagdo da sua capacidade de adeséo a
proteinas de matriz. Esses estudos foram realizados com o objetivo de uma
melhor caracterizagdo do antigeno e justificar o seu potencial de utilizagdo como
candidato a um componente de uma vacina para leptospirose.

A bactéria E. coli é o sistema de expressao procariético mais empregado
para a obtencao de proteinas recombinantes, uma vez que € bem caracterizado
geneticamente, cresce rapidamente e em meios de cultivos simples, o que € uma
vantagem para sua utilizagdo na industria, é facilmente escalonavel e as
proteinas produzidas sao obtidas em grandes quantidades e com alto grau de
qualidade (Huang et al., 2012; Sanchez-Garcia et al., 2016). Diante deste grande
numero de vantagens, diversos autores vém utilizando este sistema de
expressao visando a obtencgao de proteinas recombinantes para uso terapéutico,
vacina e diagnostico (Alves et al., 2016; Li et al., 2015; Salavatifar et al., 2015;
Yang et al., 2017). As metodologias para expressao e purificagcdo sdo as mais
variadas e geralmente envolvem o melhoramento da expressao da proteina de
interesse, mas ainda assim a proteina pode ser expressa formando corpos de
inclusdo o que dificulta a obtengdo da mesma pois € necessario o re-
enovelamento adequado da mesma e demonstragdo da sua atividade biolégica.

Tripathi e colaboradores (2012) estabeleceram um processo piloto para

expressao e purificagdo de um candidato vacinal para encefalite japonesa, onde
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foram utilizadas trés etapas cromatograficas intercaladas por diafiltragdo para
obtencdo da proteina de interesse, e ao final do processo foram recuperados
124,2 mg/L da proteina, o que equivale a somente 6,6% do total. Em contraste
com este resultado, Babu e colaboradores (2000) descreveram o processo para
obtencao de Interferon a a partir de corpos de inclusao onde o rendimento final
foi de 4 g/L de produto final (Babu et al., 2000). A avaliagcéo da viabilidade técnica
e econdmica de um candidato a uma aplicacdo ao desenvolvimento de produto
bioldgico € determinante e para tal foram realizados experimentos com o intuito
de aumentar o rendimento de producdao dessas proteinas e estabelecer
metodologias de purificagdo com boa recuperagédo e alto grau de pureza da
proteina. Sendo assim, neste estudo foi realizada a otimizagdo das condi¢des de
expressao para aumento do rendimento final e obtengao da proteina LigANI em
sua forma soluvel. Os estabelecimentos das metodologias de purificagdo foram
monitorados quantitativamente buscando sempre minimizar o numero de etapas
e reducao das perdas durante o processo.

Choi e colaboradores (2006) publicaram uma revisao sobre a obtengao de
proteinas recombinantes a partir de cultivos de alta densidade, onde afirmam
que a aplicagdo do produto determina a pureza e os custos de producio
associados. Um exemplo citado € o de uma enzima usada no processamento do
amido, o mercado exige que ela seja produzida em grandes quantidades, com
baixo grau de pureza, enquanto que uma proteina para uso terapéutico pode ser
produzida em pequenas quantidades, mas deve atender a critérios rigidos de
pureza e integridade. Dessa forma, cada proteina recombinante produzida vai
adequar seu desenvolvimento de processo de acordo com a exigéncia requerida.
Ainda neste trabalho, os autores sumarizaram diversos produtos terapéuticos
obtidos a partir de proteinas recombinantes em E. coli e a produtividade de cada
um dos biofarmacos pode ser encontrada numa faixa bem ampla, chegando a
variar de 180 pg/L para o ativador de plasminogénio humano a 9,6 g/L para o
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2 (Choi et al., 2006). Diversos
autores vém publicando trabalhos com o objetivo de obter proteinas
recombinantes em E. coli com aplicagao terapéutica, Yang e colaboradores
(2007) expressaram, purificaram e caracterizaram Interleucina-24, que foi obtida
a partir de corpos de inclusdo com grau de pureza de 98% e rendimento de 128
mg/L. Relatos sobre a Interleucina-8 demonstraram sua obtengc&o com grau de
pureza de 95,3% e rendimento final de 14,3 mg/L (Hou et al., 2005). Wang e
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colaboradores (2014) descreveram o0 processo para obtencdo do Fator
neuronotrépico ciliar humano, e este foi obtido com grau de pureza de 95,2 % e
rendimento final de 260 mg/L em frascos agitados (Wang et al., 2014). Em 20089,
Zhong e colaboradores descreveram a produgdo em escala piloto da
Estafiloquinase obtida a partir de cultivo em biorreator de 40 L, e a enzima foi
obtida com pureza acima de 99 % e rendimento de 1,1 g/L. Hartwig e
colaboradores em 2010 expressaram a proteina LigANI em Picchia pastoris e
obtiveram um rendimento bruto de 276 mg/L em processo fermentativo de 196
horas, enquanto em nosso estudo obtivemos um rendimento bruto de 1058 mg
por litro de cultivo em um processo fermentativo de 8-9 horas. Embora o custo
de fermentagdo n&o seja o de maior impacto em um processo produtivo esse
fator deve ser levado em conta na definicdo de uma plataforma de producao.
Comparando os dados de rendimento e pureza citados acima, é possivel afirmar
que o rendimento final de 219,52 mg de LigANI/litro de cultivo e grau de pureza
de 99,70 % 0,24% da proteina recombinante LigANI obtidos neste trabalho estédo
de acordo com o que vem sendo descrito na literatura no que diz respeito a
producao de proteinas recombinantes para utilizagcdo como biofarmacos, vacinas
e reagente para diagnoéstico. Eventuais discordancias na concentragdo da
proteina LigANlI podem ser atribuidas a diferentes metodologias de
quantificacdo. Para tentar minimizar esse tipo de variagao, adotamos também a
quantificacdo por massa seca também a fim de minimizar possiveis erros
associados.

Neste trabalho, a producdo de proteinas soluveis e bioativas sem
necessidade de reenovelamento, foi obtida através da otimizacao das condicdes
de cultivo de E. coli, através da diminui¢ao da temperatura de crescimento, o que
consequentemente reduz a taxa de sintese protéica e também a agregagao de
proteinas através da reducdo das interagdes hidrofobicas inter e intra-
moleculares que facilitam a formacao dos corpos de inclusao, que foi o principal
problema do nosso grupo no inicio (Larentis et al., 2011). O tempo de pré-
inducdo foi uma variavel significativa, pois o tempo de crescimento de 133
minutos a 37°C antes da indug¢ao de IPTG teve impacto na produtividade no final
do processo, favorecendo o crescimento da biomassa. A indugdo com IPTG
afeta o metabolismo celular, estimulando uma carga metabdlica elevada nas
células resultando na formacdo de agregados inativos da proteina alvo
recombinante, conhecidos como corpos de inclusdo (Wurm et al., 2016). As
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células induzidas tém um aumento no gasto de energia e devem
necessariamente reduzir seu metabolismo de crescimento para produzir melhor
a proteina heterdéloga. Os dados obtidos a partir de planejamento experimental
demonstraram que o composto de influéncia negativa para concentragoes
elevadas de IPTG poderia ser reduzido para esta producao, confirmando
achados anteriores (Durrani et al., 2015; Islam et al., 2007; Larentis et al., 2014;
Shin et al., 1997; Sohoni et al., 2015). A redugcdo do IPTG tambéem é
financeiramente relevante, pois pode afetar o custo do processo de producgao
quando usado em grandes quantidades (Choi et al., 2006). A otimizagdo das
condicdes de indugcdo para a concentracdo, temperatura e tempo de IPTG nos
levou a estabelecer a condicdo de inducdo de expressdao da proteina
recombinante a 28°C por 4 horas com IPTG 0,1 mM em meio TB para obter
condicdes economicamente viaveis. Sob as condi¢des otimizadas, os niveis de
expressao de LigANI em E. coli BL21 (DE3) star e indugdo com IPTG foram
obtidos na faixa de 0,5 g/L de meio de cultura, que esta na gama dos maiores
rendimentos de proteinas recombinantes em culturas de células de alta
densidade de E. coli, como descrito anteriormente (Choi et al., 2006).

O estabelecimento das metodologias de purificagdo de proteinas visando
sua potencial aplicagao na industria biofarmacéutica € uma etapa critica no
desenvolvimento do processo produtivo, uma vez que o método de purificagao
precisa ser robusto, reprodutivel, facilmente escalonavel e com custos que nao
inviabilizem o uso do produto (Jozala et al., 2016). As etapas de purificagdo que
foram estabelecidas neste trabalho obedecem aos critérios de criticidade acima.
No processo de escalonamento, uma das etapas de downstream que pode
apresentar dificuldades no desenvolvimento do processo é a etapa de gel
filtragcdo, uma vez que essa metodologia de purificagdo possui algumas
limitagdes, tais como: o volume de amostra aplicado, o que consequentemente
torna necessario a utilizagao de colunas muito grandes. Entretanto, este fato ndo
chega a ser impeditivo para a realizagdo do processo de escalonamento quando
essa é alternativa com maior custo beneficio (Saraswat et al., 2013).

A cromatografia de afinidade € uma metodologia utilizada com muita
frequéncia, pois possibilita uma rapida purificacdo de proteinas recombinantes
para avaliagdes preliminares quanto ao seu potencial de aplicacdo, uma vez que
a cauda de histidina facilita o isolamento destas proteinas das demais do extrato
bruto celular. Em 2007, Silva e colaboradores demonstraram a potencial
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aplicacao das proteinas Ligs através de experimento de imunogenicidade
utilizando material purificado por cromatografia de afinidade, entretanto
melhorias para utilizagao destas proteinas em testes animais e para diagnostico
precisaram ser estabelecidas, principalmente com relagao a expresséao, extracao
e purificacdo o que resultou na obtencdo da proteina em sua forma soluvel,
integra e com enovelamento correto. Tripathi e colaboradores (2012) e
Salavatifar e colaboradores (2014) também utilizaram a cromatografia de
afinidade em seu desenvolvimento de processo para a produgao de antigenos
vacinais para encefalite japonesa e malaria respectivamente. O estudo para
determinacédo da concentracdo de NaCl ideal para esta purificagao foi
fundamental para a obtengdo da proteina LigANI recombinante mais pura e
quase que isoladamente dos demais contaminantes. Nossos resultados
demonstraram que a proteina LigANI foi obtida com grau de pureza de 98% na
IMAC. A adicao de NaCl nos tampdes de lise e da purificagao por afinidade teve
o intuito de minimizar as interagdes idnicas entre as proteinas e a resina, e
também de diminuir as ligacbes inespecificas (Cheung et al.,, 2012), o que
acarretou na diminuicao da interagao da proteina LigANI com a resina, visto que
a mesma eluiu com menor concentracdo de Imidazol e os contaminantes
permaneceram ligados.

As proteinas Ligs sdo expressas na superficie da bactéria, como foi
descrito por Matsunaga e colaboradores em 2003, capazes de se ligar a
proteinas de matriz extracelular (do inglés extracellular matrix ECM). Essas
evidéncias levaram a especular que essas proteinas parecem ter associagao
com a ligacdo da bactéria ao tecido do hospedeiro e consequentemente sua
colonizagdo (Evangelista et al., 2017). Os dados de atividade bioldgica
apresentados neste estudo, corroboram estudos encontrados na literatura
desenvolvidos por Choy e colaboradores (2007) e Lin e colaboradores de 2010
(Choy et al., 2007; Lin et al., 2010). A proteina recombinante LigANI purificada
neste trabalho demonstrou sua capacidade de se ligar as proteinas de matriz
extracelular através do ensaio de adesdo com as proteinas: Colageno tipo IV,
Fibronectina, Fibrinogénio e Laminina, esses dados reforcam o envolvimento
desta proteina na adesdo, destacando-a como potencial antigeno vacinal no
bloqueio da colonizagdo por Leptospiras patogénicas. A regido purificada e
avaliada neste estudo corresponde aos aminoacidos de 625 a 1224, que contém
alguns aminoacidos da porgéao repetitiva, enquanto Choy e colaboradores (2007)
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e Lin e colaboradores de 2010 utilizaram a regidao nao idéntica de LigA que
corresponde aos aminoacidos 631 a 1224. Os resultados encontrados, quando
analisados comparativamente, demonstraram a adesao da proteina LigANI as
proteinas de ECM, sendo observado que Fibronectina e Laminina apresentaram
maior adesdo quando comparadas ao Colageno tipo | e IV e Fibrinogénio,
enquanto que Choy e colaboradores demonstraram que LigANI se liga
fortemente a Fibronectina e menos intensamente ao Colageno e a Laminina.

De acordo com os guias da FDA e outra agéncias regulatérias, a
caracterizagao fisico-quimica e biolégica de um produto terapéutico € essencial
para desenvolvimento e produg&o de imunobioldgicos. Dentre as analises para
caracterizar o antigeno empregado neste trabalho, estdo o SDS-PAGE, DC,
DLS, e focalizagao isoelétrica (FDA, 1999; RDC 55/2010). A proteina
recombinante LigANI obtida a partir do estabelecimento das metodologias de
purificacdo desenvolvidas neste trabalho teve sua identidade e antigenicidade
avaliadas através de ensaios de immunoblotting, com soro de pacientes com
leptospirose e soro policlonal de camundongos anti-LigANI (obtido a partir da
proteina purificada a partir das metodologias desenvolvidas neste trabalho). Os
resultados demonstram a confirmacdo da identidade e antigenicidade da
proteina de interesse. E importante ressaltar, que embora os dados obtidos
sejam de baixa complexidade, sdo caracterizagoes biolégicas requeridas pelas
agéncias regulatérias como FDA e ANVISA (USFDA, 1999; RDC 55/2010). Li e
colaboradores em 2015 descreveram o desenvolvimento da vacina
recombinante para Hepatite E com antigenos produzidos em E. coli, e neste
trabalho apresentam todas as analises realizadas para caracterizagao fisico-
quimica e imunoldgica da proteina recombinante componente desta vacina que
sao utilizadas como controle de qualidade da vacina.

O potencial envolvimento da proteina de superficie LigA na
patogenicidade da Leptospira ja foi descrito em diversos trabalhos (Castiblanco-
Valencia et al., 2016; Matsunaga et al., 2003; Adler, 2015; Matsunaga et al.,
2005), o que reforca o potencial desse antigeno candidato vacinal. Neste
trabalho foi avaliada a reatividade cruzada desta proteina recombinante nas
diferentes amostras de leptospiras patogénicas a partir de immunoblotting. Os
fragmentos LigANI de diferentes espécies e sorovares demonstraram reatividade
cruzada frente ao soro policlonal anti-LigANI preparado a partir da proteina

LigANI produzida neste estudo e gerado a partir da amostra de Leptospira
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interrogans sorovar copenhageni — L1.130. Dessa forma, os dados de
reatividade cruzada entre o fragmento de LigANI de diferentes leptospiras
patogénicas e os dados publicados por Medeiros e colaboradores (2005) e
McBride e colaboradores (2009), que demonstraram a presenca do gene [igA
em cinco espécies (L. interrogans Copenhageni, L. interrogans Canicola, L.
interrogans Pomona e L. kirshneri) com um grau de identidade comparativa de
88,9+6,8% de aminoacidos, reforgcam a hipotese de que uma vacina baseada no
antigeno LigANI possa induzir uma protegao cruzada contra diferentes amostras
de leptospiras patogénicas.

A estabilidade de uma proteina produzida para utilizacdo no
desenvolvimento e/ou produgao de produtos com fins terapéuticos é de extrema
relevancia, pois demonstra que a mesma pode ser empregada, uma vez que
mantém suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas integras e
consequentemente a sua funcionalidade (Faber et al., 2016; Hu et al., 2013;
Kahn et al., 2017; WHO, 2011). Ao longo deste trabalho, a estabilidade e
funcionalidade da proteina LigANI foi acompanhada e demonstrada durante o
processo de purificacdo e seu armazenamento. Ao final das etapas de
purificacdo, a proteina foi avaliada com resultados satisfatorios quanto a sua
alteracdo de estrutura secundaria, estabilidade, identidade, degradagdo e
antigenicidade.

Um conjunto de técnicas foram utizadas para monitorar a estabilidade da
proteina durante o processo de armazenamento e submetidas a condigbes de
estresse. As metodologias de SDS-PAGE, imunoblotting com soro de pacientes
com leptospirose, DC e analises de fluorescéncia demonstraram que a proteina
produzida neste estudo se manteve estavel e integra apds cinco ciclos de
congelamento e descongelamento, mas quando mantida em condigbes de
armazenamento desfavoravel a temperatura ambiente, demonstrou degradagao
na primeira semana de estocagem quando avaliada pelo SDS-PAGE e
imunoblotting. Contudo, essas mesmas amostras quando analisadas por DC e
fluorescéncia ndo demonstraram variagcado a nivel de estrutura secundaria que
pudesse ser detectada. Os resultados sugerem que a contaminagdo com
proteases na amostra pode ter induzido a degradagado, ja que quando foi
adicionado o coquetel com inibidores de protease nao foi observada degradagao
até a terceira semana. De acordo com Windgfield (2015), a escolha de cepas de

E. coli deficientes em proteases e a adicdo de inibidores de protease aos
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tampdes de lise e purificagao sao estratégias para minimizar e/ou impedir a agao
destas enzimas (Wingdfield, 2015). No nosso caso, a cepa utilizada para
expresséao da proteina LigANI foi BL21 (DE3) star que ndo expressa as proteases
lon e OmpT, dessa forma a adic&do do inibidor de proteases pode ser incorporada
as etapas iniciais do processo a fim de garantir a estabilidade da proteina LigANI
por um periodo maior.

O estudo de estabilidade dos componentes de uma formulagao vacinal é
muito importante uma vez que auxiliam na determinagao do tempo de prateleira
dos imunobioldgicos, e evitam imprevistos durante o armazenamento do
produto. Através desses estudos é possivel afirmar se este pode ser utilizado ou
nao, o que afeta diretamente nos custos do processo. Além disso, se ndo houver
necessidade de refrigeracédo a baixa temperatura do produto (-20°C ou -30°C) os
custos associados a estocagem do produto sdo menores (WHO, 2011). A
avaliagcdo da melhor condigdo de estocagem da proteina LigANI foi monitorada
utilizando diferentes condigdes de armazenamento, como: a faixa de
temperatura (que variou desde 25°C a -80°C), a solugéao (diferentes tampdes de
solubilizacdo) e a apresentagédo (liquida e liofilizada). As amostras foram
avaliadas inicialmente por dicroismo circular e fluorescéncia, mas como foi citado
acima nos experimentos em que foram avaliadas as amostras submetidas a
estresse, essas metodologias ndo foram capazes de identificar alteragbes na
estrutura que pudessem comprometer a integridade da proteina, sendo assim
optamos em adicionar um ensaio de atividade bioldgica, além do ensaios de
visualizagdo do padréao eletroforético em SDS-PAGE e imunoblotting com soro
de pacientes com leptospirose.

A partir deste estudo de termoestabilidade da proteina recombinante
LigANI quando a mesma foi estocada e monitorada até 120 dias nas condicdes
de armazenamento na forma liquida a 2-8°C e congelamento (-80°C e -20°C) e
liofilizagao (estocadas a TA e 2-8°C), foi possivel indicar as condigdes ideais para
estocagem da proteina. Os dados obtidos neste estudo permitem dizer que tanto
a proteina estocada na forma liquida a -80°C e -20°C ou liofilizada (TA e 2-8°C)
demonstraram resultados satisfatérios de integridade e na sua capacidade de
aderir as proteinas de matriz extracelular. A uUnica excecao foi a proteina
estocada na forma liquida a temperatura de 2-8°C que apresentou diferentes
niveis de degradacao. As observagdes acima corroboram parcialmente com os
dados publicados pelo grupo em 2011 onde foi demonstrada a termoestabilidade
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da proteina recombinante PsaA de Streptococcus pneumoniae e a sua
estabilidade por trés anos quando estocada as temperaturas de -80 e 4°C
(Larentis et al.,, 2011). No caso da proteina recombinante LigANI n&o foi
observada essa estabilidade quando a proteina foi armazenada a 2-8°C.

Os resultados através da avaliacdo do ensaio de adesdao foram
conduzidos a fim de verificar a perda da funcionalidade das proteinas estocadas
nas diferentes condi¢coes e tampdes. A conclusdo dos experimentos € que a
proteina LigANI liofilizada e estocada a temperatura ambiente foi a condigdo que
demonstrou a maior capacidade de adesao as proteinas de matriz extracelular
quando comparadas as outras condigdes. Contudo, ndo conseguimos formular
uma tese do motivo pelo qual a proteina liofilizada e estocada a temperatura
ambiente possa demonstrar uma maior adesao a proteina de matriz, ja que o
esperado seria um resultado no maximo equivalente ao da proteina liofilizada
estocada 2-8°C. Menores niveis de ligagdo foram observados quando as
proteinas foram diluidas em tampao HEPES 50 mM pH 6,8. Contudo, um fator
que deve se levar em conta nas analises deste tipo de ensaio com diferentes
tampdbes é que as condi¢des de sal e pH ideal sdo necessarias e que esses
dados podem nao refletir a estabilidade da proteina em solugdo e sim a
interferéncia por uma condi¢do sub 6tima. Outro ponto importante a ser levado
em consideragdo € a concentracdo de proteina no armazenamento. A
concentragao da proteina LigANI armazenada em tampao HEPES foi de 0,56
mg/mL, e apesar de a proteina ter demonstrado estabilidade mesmo em altas
concentragdes (como quando armazenada em PBS e Fosfato), existe uma
tendéncia de que quanto maior a concentracdo de proteina, maior a tendéncia
para a formagao de agregados, o que pode influenciar na atividade da proteina
(Treuheit et al., 2002). Desta forma, para avaliagbes futuras & importante
estabelecer o limite de concentragdo para armazenamento desta proteina.

Os dados de antigenicidade, estabilidade (degradagao e estrutural) da
proteina armazenada na forma liofilizada corroboram indiretamente com varios
estudos e produtos no mercado. Faber e colaboradores (2016) analisaram
diferentes condi¢cdes de armazenamento do antigeno candidato a uma vacina
contra malaria, que foi liofilizado na presencga de diversos excipientes e teve sua
termoestabilidade avaliada e apresentou 6timos resultados em testes para
avaliagao da poténcia em ratos, sendo observada soroconversdo com doses de

1 pg de antigeno. As vacinas disponiveis no mercado n&o disponibilizam muitas
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informacdes acerca de estudos de estabilidade, mas um documento da PATH,
uma organizagao ndo governamental, organizou um documento sobre dados de
estabilidade das vacinas licenciadas. Neste documento alguns dados se
destacam, como por exemplo, a maioria das formulagdes vacinais sao liquidas
e tem um tempo de prateleira (2-8°C) que varia de 18 semanas a 48 meses,
outro ponto importante € que a maioria das vacinas apresentam algum tipo de
dano quando congeladas, algumas sao resistentes a ciclos de descongelamento,
outras nao apresentam nenhum tipo de observacdo. De acordo com Morefield
(2011), uma vez que vacinas sao muito complexas, de alto custo e tem alto risco
associado ao seu desenvolvimento, é necessario o desenvolvimento de uma
formulacdo bem-sucedida rapidamente, e para alcangcar este objetivo é
fundamental a caracterizagdo do antigeno, sua interacdo com diferentes
adjuvantes, e monitoramento da estabilidade em tempo real e em condi¢cdes
aceleradas a fim de dinamizar o processo e evitar futuros problemas (Morefield
2011). E importante destacar que estes estudos de pré-formulacdo sdo
preliminares e analises fisico-quimicas e biolégicas mais complexas sobre o
antigeno e suas possiveis formulagbes séo requeridas para estudos clinicos,
como por exemplo nos estudos de Faber e colaboradores (2016), Fox e
colaboradores (2013) e Hu e colaboradores (2012) (Faber et al., 2016; Fox et al.,
2013; Hu et al.,, 2013). Entretanto, € também importante destacar que os
resultados demonstrados sao bastante promissores e indicam que a proteina é
estavel em diferentes temperaturas e condigdes de estocagem.

A estrutura secundaria de LigANI foi determinada experimentalmente
neste trabalho e os dados confirmaram a predominancia de estrutura do tipo
folha 3, que pbde ser visualizada através do espectro caracteristico a 215 nm.
Esse resultado corrobora com o descrito por Palaniappan e colaboradores em
2002 e 2004 que haviam sugerido que a proteina LigA tinha uma estrutura folha
B a partir da analise preditiva de aminoacidos. Lin e colaboradores (2010)
sugeriram a mesma estrutura do tipo folha B para a regido que corresponde a
sequéncia de aminoacidos de 631 a 1140, ndo sendo equivalente a totalidade
da sequéncia de LigANI empregada neste trabalho que é de 625 a 1224
aminoacidos. De acordo com a analise preditiva realizada pelo programa Phyre,
foi demonstrado que 65% da estrutura de LigANI é formada por folha B, enquanto
que as analises realizadas a partir dos nossos resultados determinaram que a
proteina possui 33,5% de sua estrutura composta por folha B. Apesar do
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percentual menor encontrado nos dados experimentais que os encontrados a
partir da analise preditiva, ainda assim a estrutura B pregueada constitui a
conformacéao predominante da proteina.

A partir da eletroforese em gel gradiente de poliacrilamida 8-25% foi
possivel determinar a massa molecular da proteina e os dados da focalizagao
isoelétrica permitiram determinar seu ponto isoelétrico real. A massa molecular
e ponto isoelétrico experimental da proteina LigANI foram de 66,9 kDa de 6,94.
As analises preditivas através dos programas Expasy e Prot pi determinaram o
ponto isoelétrico de 6,77 e 6,85, respectivamente. Esses dados sdo um pouco
diferentes do observado experimentalmente, que foi de 6,94. Essa diferenca
pode ser explicada pelo tipo de algoritmo utilizado pelos programas
computacionais, que podem ser diferentes entre eles e também devido a
diferengas que podem ser observadas na distribuicdo de cargas da proteina em
solucdo, que ndo € levada em consideracdo quando a analise € preditiva, e que
considera somente a estrutura primaria da proteina. Quanto a massa molecular,
foi possivel correlacionar os dados obtidos de forma preditiva com os dados
experimentais. Além da caracterizagcdo da proteina, essas informacdes sao
essenciais para escolha das metodologias de purificagdo empregadas,
entretanto como os dados in silico ndo foram significativamente diferentes, nao
houve impacto nas analises realizadas e na escolha dos métodos
cromatograficos apropriados para a purificacdo de LigANl. Para
complementarmos a caracterizagdo, a cromatografia de exclusdo molecular
(SEC) foi empregada para determinar a massa molecular e homogeneidade das
preparacdes. A massa encontrada foi de 109 kDa, maior do que o esperado,
baseado nos dados da eletroforese em gel gradiente de poliacrilamida 8-25% e
analises preditivas. A hipdtese levantada para explicar maior massa molecular
obtida através da SEC, foi que a proteina ndo possui uma estrutura globular
como a maioria dos padrdes comerciais utilizados para determinar a massa
molecular que sdo normalmente empregados na SEC. Lin e colaboradores
(2010) sugeriram em seu estudo que as proteinas Ligs ndo possuem estrutura
globular. Sendo assim, a proteina LigANI por apresentar uma estrutura mais
alongada, a metodologia de SEC demonstrou essa limitagdo para determinagao
da massa. Dessa forma, a fim de confirmar os resultados preditivo e
experimental, foi realizada a espectrometria de massa que confirmou a massa

molecular de 66,9 kDa. Inicialmente, nossa hipétese era que a massa molecular
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obtida a partir da SEC era devido a presenca de isoformas da proteina, mas esta
foi descartada a partir da realizagéo dos ensaios e analises dos dados de DLS,
onde foi observada a presenca de estruturas com raio na faixa de 5 nm. Essa
conclusao é baseada em que uma vez que se as proteinas apresentassem
agregacao o tamanho das particulas seria maior, e nenhuma outra populagéo foi
observada acima de 10 nm (Ratanji et al., 2014).

A homogeneidade € mandatéria em uma amostra proteica que visa o
desenvolvimento de um imunobioldgico, a presenga de agregados de qualquer
tipo numa amostra proteica para utilizagdo terapéutica € indesejavel uma vez
que estes podem causar reagdo imunogénica indesejavel (um exemplo: reagao
anafilatica) ou podem causar eventos adversos no momento da administragao,
podendo formar particulas (Cromwell et al., 2006; Rataniji et al., 2014). Dessa
forma, como a massa molecular da proteina LigANI obtida de 109 kDa a partir
da SEC foi maior do que a esperada, avaliamos a possibilidade de que a proteina
pudesse estar formando agregados. A proteina foi tratada com diferentes
agentes caotrépicos, detergentes e aumento de temperatura, entretanto nao foi
possivel observar diferengas no perfil da proteina sob as condi¢des de estresse
avaliadas neste estudo. Contudo, no conjunto dos resultados avaliados por
diferentes metodologias, podemos concluir que a preparagéo proteica na escala
utilizada ndo induz a formacédo de isoformas. E importante ressaltar, que este
resultado € um indicativo favoravel na producdo da proteina recombinante
LigANlI em escala industrial e sua aplicagdo no desenvolvimento de um
imunobiolégico.

Os métodos cromatograficos como a IMAC e principalmente a
cromatografia de troca anibnica, auxiliam na redugdo da quantidade de
endotoxinas derivadas de E. coli, que possuem carga neutra negativa em
solucdo, e DNA residual da preparacao proteica, uma vez que o DNA por ser
carregado negativamente se liga a resina carregada positivamente (Hernandez
et al.,, 2016). Neste trabalho, a concentragdo de endotoxinas foi monitorada
durante todo o processo, entretanto os dados ndo demonstram a concentragao
real uma vez que o trabalho foi realizado em escala laboratorial e cuidados como
utilizacdo de agua apirogénica para preparo de meios e tampdes para
cromatografia nao foram tomados como é exigido numa escala industrial (Carta
e Jungbauer, 2010). Foram utilizadas duas metodologias para determinagao da

quantidade de endotoxinas nas amostras: o teste cinético cromogénico e o
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sistema PTS-Endosafe. O primeiro € um teste bastante sensivel com limite de
deteccao de 0,001 UE/mL, enquanto que o PTS detecta entre 0,005 e 10 UE/mL.
Este ultimo foi licenciado pela FDA em 2006 para liberacdo de produto final e
como controle de qualidade em processo e apresentou os melhores resultados
no nosso trabalho, onde ao final das metodologias de purificagdo, a proteina
apresentou 130 = 17,35 UE/mL, o que corresponde a aproximadamente 90
UE/mL por miligrama de proteina. Levando em consideragao, essa quantidade
de endotoxinas na preparacao proteica, se fossemos extrapolar este calculo
considerando que a vacina seria utilizada com uma dose de imunizagao de 20
Mg, a quantidade de endotoxina administrada seria de 1.8 UE/mL. Dessa forma,
os resultados obtidos corroboram os dados de Tripathi e colaboradores (2012),
que utilizaram uma quantidade inferior a 5 UE/mL considerando uma dose de 25
Mg de proteina em suas formulagdes para avaliagao da resposta imune humoral
em camundongos. E importante ressaltar que a quantidade de endotoxinas
numa preparagao proteica deve ser avaliada caso a caso, de acordo com Brito
e Singh, 2011. A concentragdo de endotoxinas recomendada pela FDA para
vacinas recombinantes é inferior a 20 UE/mL, entretanto de acordo com o
documento da OMS com recomendagdes para garantir a qualidade, seguranga
e eficacia da vacina recombinante contra Hepatite B, a vacina deve ser testada
quanto a sua atividade pirogénica e ter sua quantidade de endotoxinas
mensurada através da inoculacao intravenosa em coelhos ou por um teste de
LAL (do inglés: Limulus amebocyte assay). Para ser aceitavel, o conteudo de
endotoxinas deve ser consistente com os niveis encontrados em lotes de vacina
utilizados em ensaios clinicos e aprovados pelas agéncias regulatérias (WHO,
2013).

Devido ao potencial efeito negativo, as autoridades regulatérias langaram
diversos documentos de orientagao sobre tipos e niveis de impurezas aceitaveis.
O DNA residual em produtos a granel finais deve ser geralmente inferior a 100
pg por dose terapéutica (Wolter e Richter, 2005; Mehta e Keer, 2007; Lotfipour e
Halladj-Nezhadi, 2012). O DNA residual da célula hospedeira é um contaminante
indesejavel e critico na preparagdo de proteinas recombinantes terapéuticas
para uso humano em termos de seguranca e tolerancia. De acordo com Carta e
Jungbauer (2010) e o guia da OMS com recomendagdes para garantir a
qualidade, seguranga e eficacia da vacina recombinante contra Hepatite B
(WHO, 2013) foi recomendado um limite de 10 pg/dose. Os dados desse estudo
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demonstraram quantidade residual de DNA em torno de 28 ng/dose nas
preparacgdes proteicas ao final da purificacdo acima dos limites aceitaveis. Sendo
assim, caso seja necessario a reducdo da concentragdo de DNA residual, é
necessario avaliar metodologias para redugao do DNA na amostra proteica, tais
como tratamento com nuclease na etapa de extracao da proteina. Entretanto até
o0 momento, a Anvisa ainda nao definiu um limite para a quantidade de DNA
residual de produtos derivados de biotecnologia, mas a agéncia solicita as
industrias que essa quantidade seja a minima possivel e as mesmas levem em
conta os valores minimos definidos pelas autoridades internacionais.

O desenvolvimento de um processo para obtencdo de uma proteina
recombinante para utilizagdo como candidata vacinal e reagente para Kkit
diagndstico deve considerar varios critérios, entre eles ser viavel técnica e
economicamente. O antigeno deve ser expresso em quantidades razoaveis
(dependendo da quantidade necessaria) e purificado com alto grau de pureza, e
atender aos critérios de qualidade recomendados e exigidos pelas agéncias
regulatorias. Neste estudo foi possivel demonstrar que a proteina LigANI pode
ser produzida atendendo a maioria destas exigéncias, e € importante a
realizagao de mais estudos de caracterizagéo a fim de fornecer um niumero maior

de informacgdes a respeito da proteina LigANI.

126



6 CONCLUSOES

= As condigbes de fermentagao foram otimizadas através de planejamento
experimental: tempo de pré-indugdo e concentracédo de IPTG em
microbioreator. O rendimento final do processo foi de 219,52 mg/L de
LigANI.

= A condicdo de cultivo otimizada no microfermentador foi escalonada em
25 vezes e validada em trés experimentos independentes com um
aumento de produtividade da proteina LigANI de 42% em fermentador de
25L.

» Aestabilidade genética do DNA plasmidial da constru¢ao de LigANI obtida
a partir do banco semente, trabalho e dos cultivos em fermentador de 2.5
litros de trés experimentos independentes demonstrou 100% de

identidade com a sequéncia molde.

» Foi possivel estabelecer com sucesso a estratégia de downstream
process da proteina LigANI com altos niveis de recuperacgao e de pureza
(219,52 mg/L € 99,70 + 0,24%.).

» As metodologias de purificagdo estabelecidas no estudo séao

reproduziveis e escalonaveis.

» Os ensaios de caracterizagao da proteina LigANI forneceram informagdes
a respeito de caracteristicas importantes, tais como: massa molecular e
ponto isoelétrico real, determinagdo da estrutura secundaria,
termoestabilidade, homogeneidade, antigenicidade e atividade biologica.
Informagdes essenciais na cadeia de desenvolvimento de
imunobiolégicos e mandatérias no dossié requerido pelas agéncias
regulatorias para autorizagdo para estudos clinicos de fase I, II, lll e

registro de produto.

= Foi possivel evidenciar que a proteina LigANI teve sua estabilidade

conservada ao longo de todo o processo para sua obtencéo, o que foi
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confirmado através das avaliacbes de dicroismo circular e analises de

fluorescéncia, que demonstraram consisténcia e reprodutibilidade.

O soro policlonal anti-LigANI, produzido a partir da proteina purificada
obtida de acordo com as metodologias desenvolvidas neste trabalho, foi
capaz de reconhecer a proteina LigANI de diferentes sorovares de

leptospira, demonstrando assim sua reatividade cruzada.

Foi demonstrada a adesao da proteina LigANI as proteinas de matriz
extracelular: Fibronectina, Colageno do tipo IV, Fibrinogénio e Laminina,
confirmando a hipétese de seu possivel envolvimento na colonizag&o das

leptospiras durante a invasao ao hospedeiro.

Os resultados de atividade de adesdao destacam a hipotese do
envolvimento da proteina LigANI e seu potencial como imundgeno vacinal

no bloqueio da colonizagao das Leptospiras.

Os ensaios de estabilidade proteica demonstraram que a proteina é
estavel durante a estocagem tanto em formulagdo liquida quanto

liofilizada no periodo de 120 dias.

A estabilidade da proteina LigANI na forma liofilizada € um 6timo indicativo
de que uma potencial vacina pode ser formulada e armazenada desta
forma, o que proporcionaria vantagens tais como: maior periodo de tempo
de estocagem, termoestabilidade, e redugcédo de custos associados com
refrigeracao e distribuico.
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7 PERSPECTIVAS

» Realizar avaliacdo da imunoprotecdo conferida pela proteina LigANI
(purificada a partir das metodologias estabelecidas neste trabalho) em

hamsters e ensaio de desafio heterdlogo.

» Realizar estudos para determinagao da estrutura terciaria da proteina

LigANI por cristalografia ou RMN.

» Realizar estudos de estabilidade da proteina LigANI utilizando diferentes
estabilizantes de diferentes constituicdes: acucares, alcoois e

aminoacidos.

» Realizar estudos de estabilidade térmica de longa duragdo a partir das
condicdes avaliadas neste estudo e avaliar a apresentacao liofilizada de
forma mais completa, com avaliagéo de diferentes ciclos de congelamento

e analise do po lidfilo.

129



8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adler B, de la Pena Moctezuma A. Leptospira and leptospirosis. Vet Microbiol.
2010;140(3-4):287-96.

Adler, B. Current Topics in Microbiology and Immunology: Leptospira and
Leptospirosis. New York: Springer; 2015.

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). Resolugdo RDC - N° 55, de 16
de dezembro de 2010. Registro de produtos biolégicos novos e produtos
bioldgicos e da outras providéncias. Diario Oficial da Unido de 17/12/2010 (n°
241, Secéo 1, pag. 110).

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P. Molecular Biology of
the Cell. 4. ed. New York: Garland Science; 2002.

Alves RP, Pereira LR, Fabris DL, Salvador FS, Santos RA, Zanotto PM, Romano
CM, Amorim JH, Ferreira LC. Production of a Recombinant Dengue Virus 2 NS5
Protein and Potential Use as a Vaccine Antigen. Clin Vaccine Immunol.
2016;23(6):460-9.

Azevedo AM, Rosa PA, Ferreira IF, Aires-Barros MR. Chromatography-free
recovery of biopharmaceuticals through aqueous two-phase processing. Trends
Biotechnol. 2009;27(4):240-7.

Babu KR, Swaminathan S, Marten S, Khanna N, Rinas U. Production of
interferon-alpha in high cell density cultures of recombinant Escherichia coli and
its single step purification from refolded inclusion body proteins. Appl Microbiol
Biotechnol. 2000;53(6):655-60.

Bacelo KL, Hartwig DD, Seixas FK, Schuch R, Moreira AaS, Amaral M, Collares
T, Vendrusculo CT, McBride AJ, Dellagostin OA. Xanthan gum as an adjuvant in
a subunit vaccine preparation against leptospirosis. Biomed Res Int.
2014;2014:636491.

Bajani MD, Ashford DA, Bragg SL, Woods CW, Aye T, Spiegel RA, Plikaytis BD,
Perkins BA, Phelan M, Levett PN et al. Evaluation of four commercially available
rapid serologic tests for diagnosis of leptospirosis. J Clin Microbiol.
2003;41(2):803-9.

Balasundaram B, Harrison S, Bracewell DG. Advances in product release
strategies and impact on bioprocess design. Trends Biotechnol. 2009;27(8):477-
85.

Bharti AR, Nally JE, Ricaldi JN, Matthias MA, Diaz MM, Lovett MA, Levett PN,
Gilman RH, Willig MR, Gotuzzo E et al. Leptospirosis: a zoonotic disease of
global importance. Lancet Infect Dis. 2003;3(12):757-71.

Bjellgvist B,Hughes, GJ, Pasquali C, Paquet N, Ravier F, Sanchez JC, Frutiger
S, Hochstrasser DF. The focusing positions of polypeptides in immobilized pH
gradients can be predicted from their amino acid sequences. Electrophoresis.
1993;14:1023-1031.

130



Bjellgvist B, Basse B, Olsen E, Celis JE. Reference points for comparisons of
two-dimensional maps of proteins from different human cell types defined in a pH
scale where isoelectric points correlate with polypeptide
compositions. Electrophoresis. 1994;15:529-539.

Brito LA, Singh M. Acceptable Levels of Endotoxin in Vaccine Formulations
During Preclinical Research. Journal of Pharmaceutical Sciences. 2011;100:34-
37.

Buchan, DWA, Minneci F, Nugent TCO, Bryson K, Jones DT. Scalable web
services for the PSIPRED Protein Analysis Workbench. Nuc Ac Res. 2013;41
(Web service issue):W349-W357.

Carta G, Jungbauer A. Protein Chromatography: process development and
scale-up. Weinheim, Alemanha: Wiley-VCH; 2010.

Cameron CE. Leptospiral structure, physiology, and metabolism. Curr Top
Microbiol Immunol. 2015;387:21-41.

Castiblanco-Valencia MM, Fraga TR, Pagotto AH, Serrano SM, Abreu PA,
Barbosa AS, Isaac L. Plasmin cleaves fibrinogen and the human complement
proteins C3b and C5 in the presence of Leptospira interrogans proteins: A new
role of LigA and LigB in invasion and complement immune evasion.
Immunobiology. 2016;221(5):679-89.

Chang YF, Chen CS, Palaniappan RU, He H, McDonough SP, Barr SC, Yan W,
Faisal SM, Pan MJ, Chang CF. Immunogenicity of the recombinant leptospiral
putative outer membrane proteins as vaccine candidates. Vaccine.
2007;25(48):8190-7.

Cheung RC, Wong JH, Ng TB. Immobilized metal ion affinity chromatography: a
review on its applications. Appl Microbiol Biotechnol. 2012;96(6):1411-20.

Choi JH, Keum KC, Lee SY. Production of recombinant proteins by high cell
density culture of Escherichia coli. Chemical Engineering Science. 2006;61: 876-
885.

Choy HA, Kelley MM, Chen TL, Mgller AK, Matsunaga J, Haake DA.
Physiological osmotic induction of Leptospira interrogans adhesion: LigA and
LigB bind extracellular matrix proteins and fibrinogen. Infect Immun.
2007;75(5):2441-50.

Conrad NL, Cruz McBride FW, Souza JD, Silveira MM, Félix S, Mendonga KS,
Santos CS, Athanazio DA, Medeiros MA, Reis MG, Dellagostin OA, McBride AJA.
LigB subunit vaccine confers sterile immunity against challenge in the hamster
model of leptospirosis. PLoS Negl Trop Dis. 2017; 11(3):e0005441.

Costa F, Hagan JE, Calcagno J, Kane M, Torgerson P, Martinez-Silveira MS,
Stein C, Abela-Ridder B, Ko Al. Global Morbidity and Mortality of Leptospirosis:
A Systematic Review. PLoS Negl Trop Dis. 2015;9(9):e0003898.

Cromwell MEM, Hilario E, Jacobson F. Protein Aggregation and Bioprocessing.
The AAPS Journal. 2006;8(3):572-579.

131



de Carvalho JC, Medeiros ABP, Kimev PCS, Soccol CR. Cell Disruption and
Isolation of Intracellular Products. In: Current Developments in Biotechnology and
Bioengineering: Production, isolation and purification of industrial products. E
Elsevier; 2017 p. 807-822.

Dellagostin OA, Grassmann AA, Hartwig DD, Félix SR, Silva E, McBride AJ.
Recombinant vaccines against leptospirosis. Hum Vaccin. 2011;7(11):1215-24.

Dellagostin OA, Felix SR, Jorge S. Recombinant veterinary vaccines. In: Pandey
VSA, Resende, R. Current developments in Biotechnology and Bioengineering:
Human and animal health applications. Elsevier; 2016. p. 439-458.

Durrani FG, Gul R, Sadaf S, Akhtar MW. Expression and rapid purification of
recombinant biologically active ovine growth hormone with DsbA targeting to
Escherichia coli inner membrane. Appl Microbiol Biotechnol. 2015;99(16):6791-
801.

Evangelista KV, Coburn J. Leptospira as an emerging pathogen: a review of its
biology, pathogenesis and host immune responses. Future Microbiol.
2010;5(9):1413-25.

Evangelista KV, Lourdault K, Matsunaga J, Haake DA. Immunoprotective
properties of recombinant LigA and LigB in a hamster model of acute
leptospirosis. PLoS One. 2017;12(7):e0180004.

Faber BW, Hellwig S, Houard S, Havelange N, Drossard J, Mertens H, Croon A,
Kastilan R, Byrne R, van der Werff N et al. Production, Quality Control, Stability
and Pharmacotoxicity of a Malaria Vaccine Comprising Three Highly Similar
PfAMA1 Protein Molecules to Overcome Antigenic Variation. PLoS One.
2016;11(10):e0164053.

Faria MT, Calderwood MS, Athanazio DA, McBride AJ, Hartskeerl RA, Pereira
MM, Ko Al, Reis MG. Carriage of Leptospira interrogans among domestic rats
from an urban setting highly endemic for leptospirosis in Brazil. Acta Trop.
2008;108(1):1-5.

Fekete S, Beck A, Veuthey JL, Guillarme D. lon-exchange chromatography for
the characterization of biopharmaceuticals. J Pharm Biomed Anal. 2015;113:43-
55.

Fernandes LG, Siqueira GH, Teixeira AR, Silva LP, Figueredo JM, Cosate MR,
Vieira ML, Nascimento AL. Leptospira spp.: Novel insights into host-pathogen
interactions. Vet Immunol Immunopathol. 2016;176:50-7.

Fernandes LG, Teixeira AF, Filho AF, Souza GO, Vasconcellos SA, Heinemann
MB, Romero EC, Nascimento AL. Immune response and protective profile elicited
by a multi-epitope chimeric protein derived from Leptospira interrogans. Int J
Infect Dis. 2017;57:61-69.

Fields C, Li P, O'Mahony JJ, Lee GU. Advances in affinity ligand-functionalized

nanomaterials for biomagnetic separation. Biotechnol Bioeng. 2016;113(1):11-
25.

132



Forster KM, Hartwig DD, Seixas FK, Bacelo KL, Amaral M, Hartleben CP,
Dellagostin OA. A conserved region of leptospiral immunoglobulin-like A and B
proteins as a DNA vaccine elicits a prophylactic immune response against
leptospirosis. Clin Vaccine Immunol. 2013;20(5):725-31.

Fox CB, Kramer RM, Barnes V L, Dowling QM, Vedvick TS. Working together:
interactions between vaccine antigens and adjuvants. Ther Adv Vaccines.
2013;1(1):7-20.

Fraga TR, Barbosa AS, Isaac L. Leptospirosis: aspects of innate immunity,
immunopathogenesis and immune evasion from the complement system. Scand
J Immunol. 2011;73(5):408-19.

Gasteiger E, Hoogland C, Gattiker A, Duvaud S, Wilkins MR, Appel RD, Bairoch
A. Protein Identification and Analysis Tools on the ExPASy Server. In: John M.
Walker. The Proteomics Protocols Handbook. New Jersey, United States:
Humana Press; 2005. p. 571-607.

GE Healthcare. Strategies for protein purification, 2010. Acesso em: 27 de
novembro de 2017. Disponivel em:
https://www.gelifesciences.com/solutions/protein-research/knowledge-
center/protein-handbooks.

Goris MG, Leeflang MM, Loden M, Wagenaar JF, Klatser PR, Hartskeerl RA,
Boer KR. Prospective evaluation of three rapid diagnostic tests for diagnosis of
human leptospirosis. PLoS Negl Trop Dis. 2013;7(7):€2290.

Gouveia EL, Metcalfe J, de Carvalho AL, Aires TS, Villasboas-Bisneto JC,
Queirroz A, Santos AC, Salgado K, Reis MG, Ko Al. Leptospirosis-associated
severe pulmonary hemorrhagic syndrome, Salvador, Brazil. Emerg Infect Dis.
2008;14(3):505-8.

Gronemeyer P, Ditz R, Strube J. Trends in Upstream and Downstream Process
Development for Antibody Manufacturing.  Bioengineering  (Basel).
2014;1(4):188-212.

Haake DA, Levett PN. Leptospirosis in humans. Curr Top Microbiol Immunol.
2015;387:65-97.

Haake DA, Mazel MK, McCoy AM, Milward F, Chao G, Matsunaga J, Wagar EA.
Leptospiral outer membrane proteins OmpL1 and LipL41 exhibit synergistic
immunoprotection. Infect Immun. 1999;67(12):6572-82.

Hartwig DD, Bacelo KL, Oliveira PD, Oliveira TL, Seixas FK, Amaral MG,
Hartleben CP, McBride AJ, Dellagostin OA. Mannosylated LigANI produced in
Pichia pastoris protects hamsters against leptospirosis. Curr Microbiol.
2014;68(4):524-30.

Hartwig DD, Oliveira TL, Seixas FK, Forster KM, Rizzi C, Hartleben CP, McBride
AJ, Dellagostin OA. High yield expression of leptospirosis vaccine candidates
LigA and LipL32 in the methylotrophic yeast Pichia pastoris. Microb Cell Fact.
2010;9:98.

133



Helmerhorst HJ, van Tol EN, Tuinman PR, de Vries PJ, Hartskeerl RA, Grobusch
MP, Hovius JW. Severe pulmonary manifestation of leptospirosis. Neth J Med.
2012;70(5):215-21.

Hernandez L, Rodriguez A, Pefia V, Zumalacarregui L, Amaro D. DNA removal
on different chromatography supports used for EPO purification by spike studies,
J Lig Chromatogr Relat Technol. 2016;39:16,762-767

Hou D, Yan Z, Shi J, Han W, Zhang Y. Expression and one-step ion-exchange
purification of (AAR)IL-8 (human IL-8 receptor antagonist). Protein Expr Purif.
2005;44(2):104-9.

Houde, DJ, Berkowitz SA. The Complexity of Protein Structure and the
Challenges it Poses in Developing Biopharmaceuticals. In: Biophysical
characterization of proteins in developing biopharmaceuticals. Amsterdam,
Netherlands: Elsevier; 2015. p. 1-21.

Hu L, Joshi SB, Liyanage MR, Pansalawatta M, Alderson MR, Tate A, Robertson
G, Maisonneuve J, Volkin DB, Middaugh CR. Physical characterization and
formulation development of a recombinant pneumolysoid protein-based
pneumococcal vaccine. J Pharm Sci. 2013;102(2):387-400.

Huang C, Lin H, Yang X. Industrial production of recombinant therapeutics in
Escherichia coli and its recent advancements. J Ind Microbiol Biotechnol.
2012;39:383-399.

Islam RS, Tisi D, Levy MS, Lye GJ. Framework for the rapid optimization of
soluble protein expression in Escherichia coli combining microscale experiments
and statistical experimental design. Biotechnol Prog. 2007;23(4):785-93.

Jones DT. Protein secondary structure prediction based on position-specific
scoring matrices. J Mol Biol. 1999;292:195-202.

Jozala AF, Geraldes DC, Tundisi LL, Feitosa VA, Breyer CA, Cardoso SL,
Mazzola PG, Oliveira-Nascimento L, Rangel-Yagui CO, Magalhdes PO et al.
Biopharmaceuticals from microorganisms: from production to purification. Braz J
Microbiol. 2016;47 Suppl 1:51-63.

Kahn M, LaRue N, Zhu C, Pal S, Mo JS, Barrett LK, Hewitt SN, Dumais M,
Hemmington S, Walker A et al. Recombinant human G6PD for quality control and
quality assurance of novel point-of-care diagnostics for G6PD deficiency. PLoS
One. 2017;12(5):e0177885.

Kelley, LA, Mezulis S, Yates CM, Wass MN, Sternberg MJE. The Phyre2 web
portal for modelin, prediction and analysis. Nature Protocols. 2015;10:845-858.

Khan M, Dhanwani R, Rao PV, Parida M. Subunit vaccine formulations based on
recombinant envelope proteins of Chikungunya virus elicit balanced Th1/Th2
response and virus-neutralizing antibodies in mice. Virus Res. 2012;167(2):236-
46.

Kitashoji E, Koizumi N, Lacuesta TL, Usuda D, Ribo MR, Tria ES, Go WS, Kojiro
M, Parry CM, Dimaano EM et al. Diagnostic Accuracy of Recombinant

134



Immunoglobulin-like Protein A-Based IgM ELISA for the Early Diagnosis of
Leptospirosis in the Philippines. PLoS Negl Trop Dis. 2015;9(6):e0003879.

Ko Al, Galvao Reis M, Ribeiro Dourado CM, Johnson WD, Riley LW; Salvador
Leptospirosis Study Group. Urban epidemic of severe leptospirosis in Brazil.
Lancet. 1999;354(9181):820-5.

Ko Al, Galvao Reis M, Croda JHR, Siqueira IC, Haake DA, James Matsunaga
J, Riley LW, Barocchi M, Young TA, inventores. US Department of Veterans
Affairs, University of California, Cornell Research Foundation, Fundacao
Oswaldo Cruz, depositantes. Proteins with repetitive bacterial-lg-like (Big)
domains present in leptospira species. US patente 8802835 B2. 2002 Mai 17.

Ko Al, Goarant C, Picardeau M. Leptospira: the dawn of the molecular genetics
era for an emerging zoonotic pathogen. Nat Rev Microbiol. 2009;7(10):736-47.

Koizumi N, Watanabe H. Leptospiral immunoglobulin-like proteins elicit protective
immunity. Vaccine. 2004;22(11-12):1545-52.

Larentis AL, Argondizzo AP, Esteves GS, Jessouron E, Galler R, Medeiros MA.
Cloning and optimization of induction conditions for mature PsaA (pneumococcal
surface adhesin A) expression in Escherichia coli and recombinant protein
stability during long-term storage. Protein Expr Purif. 2011;78(1):38-47.

Larentis AL, Nicolau JF, Esteves GS, Vareschini DT, de Almeida FV, dos Reis
MG, Galler R, Medeiros MA. Evaluation of pre-induction temperature, cell growth
at induction and IPTG concentration on the expression of a leptospiral protein in
E. coli using shaking flasks and microbioreactor. BMC Res Notes. 2014;7:671.

Lessa-Aquino C, Borges Rodrigues C, Pablo J, Sasaki R, Jasinskas A, Liang L,
Wunder EA, Ribeiro GS, Vigil A, Galler R et al. Identification of seroreactive
proteins of Leptospira interrogans serovar copenhageni using a high-density
protein microarray approach. PLoS Negl Trop Dis. 2013;7(10):e2499.

Levett PN. Systematics of leptospiraceae. Curr Top Microbiol Immunol.
2015;387:11-20.

Levett PN, Branch SL. Evaluation of two enzyme-linked immunosorbent assay
methods for detection of immunoglobulin M antibodies in acute leptospirosis. Am
J Trop Med Hyg. 2002;66(6):745-8.

Li SW, Zhao Q, Wu T, Chen S, Zhang J, Xia NS. The development of a
recombinant hepatitis E vaccine HEV 239. Hum Vaccin Immunother.
2015;11(4):908-14.

Lin YP, McDonough SP, Sharma Y, Chang YF. The terminal immunoglobulin-like
repeats of LigA and LigB of Leptospira enhance their binding to gelatin binding
domain of fibronectin and host cells. PLoS One. 2010;5(6):e11301.

Lin X, Xiao G, Luo D, Chen X, Sun D, Yan J. Chimeric epitope vaccine against

Leptospira interrogans infection and induced specific immunity in guinea pigs.
BMC Microbiology. 2016; 16:241

135



Loftipour F, Hallaj-Nezhadi S. Microbial quality concerns for Biopharmaceuticals.
In: Latest research into quality control. Isin Akyar (Ed.). Disponivel em: Available
from: https://www.intechopen.com/books/latest-research-into-quality-
control/microbial-quality-concerns-for-biopharmaceuticals

Magalhaes PO, Lopes AM, Mazzola PG, Rangel-Yagui C, Penna TC, Pessoa A.
Methods of endotoxin removal from biological preparations: a review. J Pharm
Pharm Sci. 2007;10(3):388-404.

Marotto PC, Nascimento CM, Eluf-Neto J, Marotto MS, Andrade L, Sztajnbok J,
Seguro AC. Acute lung injury in leptospirosis: clinical and laboratory features,
outcome, and factors associated with mortality. Clin Infect Dis. 1999;29(6):1561-
3.

Mathias DK, Plieskatt JL, Armistead JS, Bethony JM, Abdul-Majid KB, McMillan
A, Angov E, Aryee MJ, Zhan B, Gillespie P et al. Expression, immunogenicity,
histopathology, and potency of a mosquito-based malaria transmission-blocking
recombinant vaccine. Infect Immun. 2012;80(4):1606-14.

Matsunaga J, Barocchi MA, Croda J, Young TA, Sanchez Y, Siqueira I, Bolin CA,
Reis MG, Riley LW, Haake DA et al. Pathogenic Leptospira species express
surface-exposed proteins belonging to the bacterial immunoglobulin superfamily.
Mol Microbiol. 2003;49(4):929-45.

Matsunaga J, Sanchez Y, Xu X, Haake DA. Osmolarity, a key environmental
signal controlling expression of leptospiral proteins LigA and LigB and the
extracellular release of LigA. Infect Immun. 2005;73(1):70-8.

Medeiros, A. M. Dos R Mitemayer G, Da Séf, Mcbride AJA, Croda JHR, Ramos
JGR, Dellagostin AO, inventores. Fundagcdo Oswaldo Cruz, depositante.
Proteinas LigA e LigB (Leptospiral Ig-like (Lig) domains) para vacinagao e
diagnostico. BR patente PI0505529-6. 2005 Dez 19.

Mehta S, Keer JT. Performance Characteristics of Host-Cell DNA Quantification
Methods. In: Bioprocess Technical. disponivel em:
http://www.bioprocessintl.com/wp-content/uploads/bpi-
content/070509ar06_76445a.pdf

McBride AJ, Cerqueira GM, Suchard MA, Moreira AN, Zuerner RL, Reis MG,
Haake DA, Ko Al, Dellagostin OA. Genetic diversity of the Leptospiral
immunoglobulin-like (Lig) genes in pathogenic Leptospira spp. Infect Genet Evol.
2009;9(2):196-205.

McClain JB, Ballou WR, Harrison SM, Steinweg DL. Doxycycline therapy for
leptospirosis. Ann Intern Med. 1984;100(5):696-8.

Mills JR. Mechanical disruption of cells. In: Elliot Goldberg. Handbook of
downstream processing. New York: Chapman & Hall; 1997.

Morefield GL. A rational, systematic approach for the development of vaccine
formulations. AAPS J. 2011;13(2):191-200.

Murray GL, Lo M, Bulach DM, Srikram A, Seemann T, Quinsey NS, Sermswan
RW, Allen A, Adler B. Evaluation of 238 antigens of Leptospira borgpetersenii

136



serovar Hardjo for protection against kidney colonisation. Vaccine.
2013;31(3):495-9.

Nabity SA, Ribeiro GS, Aquino CL, Takahashi D, Damiao AO, Gongalves AH,
Miranda-Filho DB, Greenwald R, Esfandiari J, Lyashchenko KP et al. Accuracy
of a dual path platform (DPP) assay for the rapid point-of-care diagnosis of human
leptospirosis. PLoS Negl Trop Dis. 2012;6(11):e1878.

Naranjo M, Suarez M, Fernandez C, Amador N, Gonzalez M, Batista N, Gonzalez
I, Valdés Y, Infante JF, Sierra G. Study of a Leptospirosis Outbreak in Honduras
Following Hurricane Mitch and Prophylactic Protection of the vax-SPIRAL®
Vaccine. MEDICC Rev. 2008;10(3):38-42.

Nascimento IP, Leite LC. Recombinant vaccines and the development of new
vaccine strategies. Braz J Med Biol Res. 2012;45(12):1102-11.

United Nations. The challenge of slums: global report on human settlements.
Geneva: UN-HABITAT; 2003.

Nehete JY, Bhambar RS, Narkhede MR, Gawali SR. Natural proteins: Sources,
isolation, characterization and applications. Pharmacogn Ver. 2013;7(14):107-
16.

Neves LCM. Obtencédo da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase utilizando
Saccharomyces cerevisiae W303-181. S&o Paulo. Dissertagdo [Mestrado em
Tecnologia de Fermentagao] - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP;
2003.

Oliveira TL, Bacelo KL, Schuch RA, Seixas FK, Collares T, Rodrigues OE, Vargas
J, Nascimento RO, Dellagostin OA, Hartwig DD. Immune response in hamsters
immunised with a recombinant fragment of LigA from Leptospira interrogans,
associated with carrier molecules. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2016;111(11):712-
716.

Oliveira MAA, Leal EA, Correia MA, Serufo Filho JC, Dias RS, Serufo JC. Human
leptospirosis: occurrence of serovars of Leptospira spp. in the state of Minas
Gerais, Brazil, from 2008 to 2012. Braz J Microbiol. 2017;48:483-488.

Ongkudon CM, Hodges E, Murphy K, Danquah MK. Removal of endotoxins from
plasmid DNA: analysis of aggregative interaction of mobile divalent metal cations
with endotoxins and plasmid DNA. J Sep Sci. 2012;35(22):3208-16.

Palaniappan RU, Chang YF, Hassan F, McDonough SP, Pough M, Barr SC,
Simpson KW, Mohammed HO, Shin S, McDonough P et al. Expression of
leptospiral immunoglobulin-like protein by Leptospira interrogans and evaluation
of its diagnostic potential in a kinetic ELISA. J Med Microbiol. 2004;53(Pt 10):975-
84.

Palaniappan RU, Chang YF, Jusuf SS, Artiushin S, Timoney JF, McDonough SP,
Barr SC, Divers TJ, Simpson KW, McDonough PL et al. Cloning and molecular
characterization of an immunogenic LigA protein of Leptospira interrogans. Infect
Immun. 2002;70(11):5924-30.

137



Palaniappan RU, Ramanujam S, Chang YF. Leptospirosis: pathogenesis,
immunity, and diagnosis. Curr Opin Infect Dis. 2007;20(3):284-92.

Particle Sciences [homepage na internet]. Protein Structure, volume 8 [acesso
em 05 dez 2017. Disponivel em: http://www.particlesciences.com/docs/
technical_briefs/TB_8.pdf.

Patel KA, Sethi R, Dhara AR, Roy I|. 2017. Challenges with osmolytes as
inhibitors of protein aggregation: Can nucleic acid aptamers provide an answer?
Int J Biol Macromol 100:75-88.

Picardeau M. Diagnosis and epidemiology of leptospirosis. Med Mal Infect.
2013;43(1):1-9.

Ratanji KD, Derrick JP, Dearman RJ, Kimber |I. Immunogenicity of therapeutic
proteins: influence of aggregation. J Immunotoxicol. 2014;11(2):99-109.

Rathore AS, Kapoor G. Application of process analytical technology for
downstream purification of biotherapeutics. Chem Tecnol Biotechnol. 2015;
90(2): 228-236.

Rosa PA, Ferreira IF, Azevedo AM, Aires-Barros MR. Aqueous two-phase
systems: A viable platform in the manufacturing of biopharmaceuticals. J
Chromatogr. 2010;A 1217(16):2296-305.

Salavatifar M, Zakeri S, Hayati Roodbari N, Djadid ND. High-Level Expression,
Purification and Characterization of a Recombinant Plasmodium vivax Apical
Membrane Antigen 1: Implication for vivax Malaria Vaccine Development. Cell J.
2015;17(3):520-31.

Sanchez-Garcia L, Martin L, Mangues R, Ferrer-Miralles N, Vazquez E,
Villaverde A. Recombinant pharmaceuticals from microbial cells: a 2015 update.
Microb Cell Fact. 2016;15:33.

Saraswat M, Musante L, Ravida A, Shortt B, Byrne B, Holthofer H. Preparative
purification of recombinant proteins: current status and future trends. Biomed Res
Int. 2013;2013:312709.

Schimidell W, Lima U de A, Aquarone E, Borzani W. Biotecnologia Industrial:
Engenharia Bioquimica. Sdo Paulo, Brazil:Blucher; 2001.

Shan C, Muruato AE, Nunes BTD, Luo H, Xie X, Medeiros DBA, Wakamiya M,
Tesh RB, Barrett AD, Wang T et al. A live-attenuated Zika virus vaccine candidate
induces sterilizing immunity in mouse models. Nat Med. 2017;23(6):763-767.

Sharma K, Gupta P, Kumar Singh A, Gopalan N, Kumar Dhaked R, Lakshmana
Rao PV. Development of a simple fed-batch process for the high-yield production
of recombinant shiga toxin B-chain protein. Protein Pept Lett. 2012;19(2):228-37.

Shin CS, Hong MS, Bae CS, Lee J. Enhanced production of human mini-

proinsulin in fed-batch cultures at high cell density of Escherichia coli
BL21(DE3)[pET-3aT2M2]. Biotechnol Prog. 1997;13(3):249-57.

138



Signorini ML, Lottersberger J, Tarabla HD, Vanasco NB. Enzyme-linked
immunosorbent assay to diagnose human leptospirosis: a meta-analysis of the
published literature. Epidemiol Infect. 2013;141(1):22-32.

Silva EF, Medeiros MA, McBride AJ, Matsunaga J, Esteves GS, Ramos JG,
Santos CS, Croda J, Homma A, Dellagostin OA et al. The terminal portion of
leptospiral immunoglobulin-like protein LigA confers protective immunity against
lethal infection in the hamster model of leptospirosis. Vaccine. 2007;25(33):6277-
86.

Smits HL, Chee HD, Eapen CK, Kuriakose M, Sugathan S, Gasem MH, Yersin
C, Sakasi D, Lai-A-Fat RF, Hartskeerl RA et al. Latex based, rapid and easy
assay for human leptospirosis in a single test format. Trop Med Int Health.
2001a;6(2):114-8.

Smits HL, Eapen CK, Sugathan S, Kuriakose M, Gasem MH, Yersin C, Sasaki
D, Pujianto B, Vestering M, Abdoel TH et al. Lateral-flow assay for rapid
serodiagnosis of human leptospirosis. Clin Diagn Lab Immunol. 2001b;8(1):166-
9.

Smits HL, van der Hoorn MA, Goris MG, Gussenhoven GC, Yersin C, Sasaki DM,
Terpstra WJ, Hartskeerl RA. Simple latex agglutination assay for rapid
serodiagnosis of human leptospirosis. J Clin Microbiol. 2000;38(3):1272-5.

Sohoni SV, Nelapati D, Sathe S, Javadekar-Subhedar V, Gaikaiwari RP,
Wangikar PP. Optimization of high cell density fermentation process for
recombinant nitrilase production in E. coli. Bioresour Technol. 2015;188:202-8.

Sreerama N, Woody RW. Estimation of protein secondary structure from circular
dichroism spectra: comparison of CONTIN, SELCON, and CDSSTR methods
with an expanded reference set. Anal Biochem. 2000;287(2):252-60.

Srimanote P, Wongdeethai N, Jieanampunkul P, Samonkiert S, Leepiyasakulchai
C, Kalambaheti T, Prachayasittikul V. Recombinant LigA for leptospirosis
diagnosis and ligA among the Leptospira spp. clinical isolates. J Microbiol
Methods. 2008; 72, 73-81.

Treuheit MJ, Kosky AA, Brems DN. Inverse relationship of protein concentration
and aggregation. Pharm Res. 2002;19(4):511-6.

Trevejo RT, Rigau-Pérez JG, Ashford DA, McClure EM, Jarquin-Gonzalez C,
Amador JJ, de los Reyes JO, Gonzalez A, Zaki SR, Shieh WJ et al. . 1998.
Epidemic leptospirosis associated with pulmonary hemorrhage-Nicaragua, 1995.
J Infect Dis 178(5):1457-63.

Tripathi NK, Shrivastava A, Biswal KC, Rao PV. 2012. Development of a pilot-
scale production process and characterization of a recombinant Japanese
encephalitis virus envelope domain Il protein expressed in Escherichia coli. Appl
Microbiol Biotechnol 95(5):1179-89.

Turner LH. Leptospirosis. Il. Serology. Trans R Soc Trop Med Hyg.
1968;62(6):880-99.

139



Ulmer JB, Valley U, Rappuoli R. Vaccine manufacturing: challenges and
solutions. Nat Biotechnol. 2006;24(11):1377-83.

United States Food and Drug Administration. Guidance for Industry Content and
Format of Chemistry, Manufacturing and Controls Information and Establishment
Description Information for a Vaccine or Related Product. Vaccine and product
related guidance. 1999. Disponivel em:
https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/GuidanceComplianceR
egulatorylnformation/Guidances/Vaccines/UCM092272.pdf

United States Food and Drug Administration. Guidance for industry - for the
submission of chemistry, manufacturing, and controls information for a
therapeutic recombinant DNA-derived product or a monoclonal antibody product
for in vivo use. 1996. CMC (Chemistry, manufacturing and controls) and GMP
(Good manufacturing practices) Guidances. Disponivel em:
https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/GuidanceComplianceR
egulatorylnformation/Guidances/General/UCM173477 .pdf

Vedadi M, Arrowsmith CH, Allali-Hassani A, Senisterra G, Wasney GA.
Biophysical characterization of recombinant proteins: a key to higher structural
genomics success. J Struct Biol. 2010;172(1):107-19.

Verma R, Khanna P, Chawla S. Whole-cell inactivated leptospirosis vaccine:
future prospects. Hum Vaccin Immunother. 2013;9(4):763-5.

Wang K, Zhou F, Zhu L, Zhu X, Zhang K. High level soluble expression,
purification, and characterization of human ciliary neuronotrophic factor in
Escherichia coli by single protein production system. Protein Expr Purif.
2014;96:8-13.

Wang M, Jiang S, Wang Y. Recent advances in the production of recombinant
subunit vaccines in Pichia pastoris. Bioengineered. 2016;7(3):155-65.

Wang W, Nema S, Teagarden D. Protein aggregation-pathways and influencing
factors. Int J Pharm. 2010;390(2):89-99.

Watson DW. Hydrophobic Interaction Chromatography for Biopharmaceutical
Analysis. 2017;35(4):278. [acesso em 10 jan 2018]. Disponivel em:
http://www.chromatographyonline.com/hydrophobic-interaction-hromatography-
biopharmaceutical-analysis.

Weinacker D, Rabert C, Zepeda AB, Figueroa CA, Pessoa A, Farias JG.
Applications of recombinant Pichia pastoris in the healthcare industry. Braz J
Microbiol. 2013;44(4):1043-1048.

Wheelwright SM. The design of downstream processes for large-scale protein
purification. J Biotechnol. 1989;11(2-3):89-102.

Whitmore L, Wallace BA. Protein secondary structure analyses from circular

dichroism spectroscopy: methods and reference databases. Biopolymers.
2008;89: 392-400.

140



Whitmore L, Wallace BA. DICHROWEB, an online server for protein secondary
structure analyses from circular dichroism spectroscopic data. Nuc Acids Res.
2004;32: W668-673

Wingfield PT. Overview of the purification of recombinant proteins. Curr Protoc
Protein Sci. 2015;80:6.1.1-35.

Wolter T, Richter A. Assays for Controlling Host-Cell Impurities in
Biopharmaceuticals. In: Bioprocess Tehnical. Disponivel em:
http://www.bioprocessintl.com/wp-content/uploads/2014/05/0302ar06_77171a.
pdf

World Health Organization. Human leptospirosis: guidance for diagnosis,
surveillance and control. Geneva, Switzerland: WHO; 2002.

World Health Organization. Report of the First Meeting of the Leptospirosis
Burden Epidemiology Reference Group. Geneva, Switzerland: WHO; 2010.

World Health Organization. Guidelines on stability evaluation of
vaccines. Geneva, Switzerland: WHO; 2011. Technical Report No. 962.

World Health Organization. Recommendations to assure the quality, safety
andefficacy of recombinant hepatitis B vaccines. Geneva, Switzerland: WHO;
2013. Technical Report No. 786.

Wurm DJ, Veiter L, Ulonska S, Eggenreich B, Herwig C, Spadiut O. The E. coli
pET expression system revisited-mechanistic correlation between glucose and
lactose uptake. Appl Microbiol Biotechnol. 2016;100(20):8721-9.

Yang J, Zhang W, Liu K, Jing S, Guo G, Luo P, Zou Q. Expression, purification,
and characterization of recombinant human interleukin 24 in Escherichia coli.
Protein Expr Purif. 2007;3(2):339-345.

Yang M, Dent M, Lai H, Sun H, Chen Q. Immunization of Zika virus envelope
protein domain Ill induces specific and neutralizing immune responses against
Zika virus. Vaccine. 2017;35(33):4287-4294.

Zhong G, Aiping Y, Bingxing S, Yang L, Chutse W. Pilot-scale production and

purification of a staphylokinase-based fusion protein over-expressed in
Escherichia coli. Front. Biol China. 2009;4(1):75-81.

141



9 ANEXOS

1. Sequenciamento nucleotidico de ligANI

2. Avaliagao preditiva da estrutura secundaria de LigANI através do
programa Psipred

3. Avaliagao preditiva da estrutura secundaria de LigANI através do
programa Phyre 2
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GGATCTGT ACGACGAT GACGATAAGGAT CATCCCT TCACCT CCTCTAATACGGATAT TCT TACCGT TTCCAACACAA

Li gANl 23_8 17 NI .seq(1>2006) —>  CCATCTCGTACCACCATCACCATAACCATCATCCCTTCACCTCCTCTAATACCCATATTCTTACCCGTTTCCAACACAA
Li gANl 17_8 17 NI .seq(1>2361) —>  CCATCTCGTACCACCATCACCATAACCATCATCCCTTCACCTCCTCTAATACCCATATTCTTACCCGTTTCCAACACAA
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  CCATCTCTACCACCATCACCATAACCATCATCCCTTCACCTCCTCTAATACCCATATTCTTACCCTTTCCAACACAA
Li gANl 13_9 17 NI .seq(1>2364) —>  CCATCTCTACCACCATCACCATAACCATCATCCCTTCACCTCCTCTAATACCCATATTCTTACCCTTTCCAACACAA
Li gANl 23_8_17 | ND. seq( 1>2240) —>  CCATCTCTACCACCATCACCATAACCATCATCCCTTCACCTCCTCTAATACCCATATTCTTACCCTTTCCAACACAA
Li gANI 17 8 17 I ND. seq(1>1881) —>  CCATCTCGTACCACCATCACCATAACCATCATCCCTTCACCTCCTCTAATACCCATATTCTTACCCGTTTCCAACACAA
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) — tcctctaatacggatattcttaccgtttccaacacaa
Tr abal ho. seq(1>1803) — TCCTCTAATACCCATATTCTTACCCTTTCCAACACAA
SP | QP | 190 | 1}0 | 1%0 | 1%0 | 1?0 | 1?0

ACGCCAAACGCGEGT TAGGT TCCACT TTAAAACAAGGAACCGT TAAAGT TACCGCT TCTATGGEGT GGAATCGAAGAT
Li gANl 23_8 17 NI . seq(1>2006) —>  ACCCCAAACCCCCCTTACCTTCCACTTTAAAACAACGCAACCCTTAAACTTACCCCTTCTATCCCTCCAATCCAACAT
Li gANI 17_8 17 N .seq(1>2361) —>  ACCCCAAACCCCCCTTACCTTCCACTTTAAAACAACCAACCCTTAAACTTACCCCTTCTATCCCTCCAATCCAACAT
Li gANl 13_9 17 | ND. seq(1>2234) —  ACCCCAAACCCCCCTTACCTTCCACTTTAAAACAACCAACCCTTAAACTTACCCCTTCTATCCCTCCAATCCAACAT
Li gANI 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  ACCCCAAACCCCCCTTACCTTCCACTTTAAAACAACCAACCCTTAAACTTACCCCTTCTATCCCTCCAATCCAACAT
Li gANl 23_8_17 | ND. seq( 1>2240) —>  ACCCCAAACCCCCCTTACCTTCCACTTTAAAACAACCAACCCTTAAACTTACCCCTTCTATCCCTCCAATCCAACAT
Li gANI 17 8 17 I ND. seq(1>1881) —>  ACCCCAAACCCCCCTTACCTTCCACTTTAAAACAACGCAACCCTTAAACTTACCCCTTCTATCCCTCCAATCCAACAT
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> acgccaaacgcgggttaggttccactttaaaacaaggaaccgttaaagttaccgcttctat gggt ggaat cgaagat
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  ACCCCAAACCCCCCTTACCTTCCACTTTAAAACAACGCAACCCTTAAACTTACCCCTTCTATCCCTCCAATCCAACAT

| 1§0 | 1?0 | 1?0 | 1?0 | 290 | 2%0 | 2%0 | 2%0

TCTGTAGATTTTACCGT CACACAGCECAACT TTGACT TCGAT CGAAGT CTCTCCAACT CCCGCT TCGAT TGCAAAAGG
Li gANl 23_8 17 NI . seq(1>2006) —>  TCTCTAGATTTTACCCTCACACACCCAACTTTCACTTCCATCCAACTCTCTCCAACTCCCCCTTCCATTCCAAAACC
Li gANI 17_8 17 N .seq(1>2361) —>  TCTCTACATTTTACCCTCACACACCCAACTTTCACTTCCATCCAACTCTCTCCAACTCCCCCTTCCATTCCAAAACC
Li gANl 13_9 17 | ND. seq(1>2234) —>  TCTCTACATTTTACCCTCACACACCCAACTTTCACTTCCATCCAACTCTCTCCAACTCCCCCTTCCATTCCAAAACC
Li gANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  TCTCTACATTTTACCCTCACACACCCAACTTTCACTTCCATCCAACTCTCTCCAACTCCCCCTTCCATTCCAAAACC
Li gANl 23 8 17 | ND. seq(1>2240) —>  TCTCTAGATTTTACCCTCACACACCCAACTTTCACTTCCATCCAACTCTCTCCAACTCCCCCTTCCATTCCAAAACC
Li gANl 17_8 17 | ND. seq(1>1881) —>  TCTCTAGATTTTACCCTCACACACCCAACTTTCACTTCCATCCAACTCTCTCCAACTCCCCCTTCCATTCCAAAACC
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — tctgtagattttaccgtcacacaggcaactttgacttcgatcgaagtctctccaactcgcgcettcgattgcaaaagg
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  TCTCTACATTTTACCCTCACACACCCAACTTTCACTTCCATCCAACTCTCTCCAACTCCCCCTTCCATTCCAAAACC

| 2?0 | 2§0 | 2§0 | 270 | 2§0 | 2?0 | 390 |

AATGACTCAAAAATTTACGGECTACAGGTATTTTTACGGATCATTCTAAGAAGAACAT TACAGAGCAAGT CACCTGCA
Li gANl 23_8 17 NI .seq(1>2006) —  AATCACTCAAAAATTTACCCCTACACCTATTTTTACCCATCATTCTAACAACAACATTACACACCAACTCACCTCCA
Li gANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —  AATCACTCAAAAATTTACCCCTACACCTATTTTTACCCATCATTCTAACAACAACATTACACACCAACTCACCTCCA
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AATGACTCAAAAATTTACGECTACAGGTATTTTTACGGATCAT TCTAAGAAGAACAT TACAGAGCAAGT CACCTGCEA

Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  AATCACTCAAAAATTTACCCCTACAGCTATTTTTACCCATCATTCTAAGAACAACATTACACACCAACGTCACCTCCA
LigANI 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  AATCACTCAAAAATTTACCCGCTACAGCTATTTTTACCCATCATTCTAAGAACAACATTACACGACGCAACGTCACCTCCGA
Li gANl 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  AATCACTCAAAAATTTACCCCTACACCTATTTTTACCCATCATTCTAACAACAACATTACACACGCAACTCACCTCGCA
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  AATCACTCAAAAATTTACCCCTACACCTATTTTTACCCATCATTCTAACAACAACATTACACACGCAACTCACCTCGCA
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) — aatgactcaaaaatttacggctacaggtatttttacggatcattctaagaagaacattacagagcaagtcacctgga
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  AATCACTCAAAAATTTACCCCTACAGCTATTTTTACCCATCATTCTAAGAACAACATTACACACCAACGTCACCTCCGA

3%0 | 3%0 | 3?0 | 3?0 | 3?0 | 3?0 | 3?0 | 3§O |

AGTCTTCTTCGAAAGCATTAAGTATGI TGAAT GCACCT GGT GAAGAAGGAACAGGT AAGGCGAT TGCAGT CGGGAAA
Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  ACTCTTCTTCCAAACCATTAACTATCTTCAATCCACCTCCTCAACGAACCAACACCTAACCCCATTCCACTCCGCCGAAA
LigANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —>  ACTCTTCTTCCAAACCATTAACGTATCTTCAATCCACCTCCTCAAGAACCAACACCTAACCCCATTCCACTCCGCCGAAA
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  ACTCTTCTTCCAAACCATTAACGTATCTTCAATCCACCTCCTCAAGAACCAACACCTAACCCCATTCCACGTCCGCCGAAA
LigANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  ACGTCTTCTTCCAAACCATTAAGTATCTTCAATCGCACCTCGCTCAACAACCAACACCTAACCCCATTCCAGTCGCCAAA
Li gANl 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  ACGTCTTCTTCCAAACCATTAAGTATCTTCAATCGCACCTCGCTCAACAACCAACACCTAACCCCATTCCAGTCGCCAAA
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  ACTCTTCTTCCAAACCATTAACTATCTTCAATCCACCTCCTCAACGAACCAACACCTAACCCCATTCCACTCCGCCGAAA
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) —> agtcttcttcgaaagcattaagt at gttgaat gcacct ggt gaagaaggaacaggt aaggcgat t gcagt cgggaaa
Tr abal ho. seq( 1>1803) —>  ACTCTTCTTCCAAAGCATTAACTATCTTCAATCCACCTCCTCGAAGAACCAACACCTAACCCCATTCCACTCCCCGAAA

3?0 | 4?0 | 4%0 | 4%0 | 4?0 | 4?0 | 4?0 | 4?0

ACGACTATTACTGCAACCTTAGAAAAACT TTCCEEGAAAACTGATATTACCGT TACTCCCGCTGI TCTTACT TCAAT
Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  ACCACTATTACTCCAACCTTAGAAAAACTTTCCCCCAAAACTCATATTACCCTTACTCCCCCTCTTCTTACTTCAAT
LigANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —>  ACCACTATTACTCCAACCTTAGCAAAAACTTTCCCCCAAAACTCATATTACCCTTACTCCCCCTCTTCTTACTTCAAT
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  ACCACTATTACTCCAACCTTAGAAAAACTTTCCCCCGAAAACTCATATTACCCTTACTCCCCGCTCTTCTTACTTCAAT
LigANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  ACCACTATTACTCCAACCTTAGAAAAACTTTCCCCCGAAAACTCATATTACCCTTACTCCCCGCTCTTCTTACTTCAAT
Li gANl 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  ACCACTATTACTCCAACCTTAGAAAAACTTTCCCCCGAAAACTCATATTACCCTTACTCCCCCTCTTCTTACTTCAAT
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  ACCACTATTACTCCAACCTTAGAAAAACTTTCCCCCAAAACTCATATTACCCTTACTCCCCCTCTTCTTACTTCAAT
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> acgactattactgcaaccttagaaaaactttccgggaaaactgatattaccgttactcccgetgttcttacttcaat
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  ACCACTATTACTCCAACCTTAGAAAAACTTTCCCCCAAAACTCATATTACCCTTACTCCCCCTCTTCTTACTTCAAT

] 47IO ] 48IO ] 49IO ] 5(I)O ] 5:ll-O ] 52IO ] 53{0 ]

TCAAATCAGTCCTGTAAAACATTCTCT TGTAAAAGGEGT TAACAGAAAAAT TTTCTGCTACAGGTATCTACTCTCGATA
Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  TCAAATCACGTCCTCTAAAACATTCTCTTCTAAAACCCTTAACACAAAAATTTTCTCCTACACCTATCTACTCTCGATA
LigANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —>  TCAAATCAGTCCTCTAAAACATTCTCTTCTAAAACCCTTAACACAAAAATTTTCTCCTACACCTATCTACTCTCGATA
LigANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  TCAAATCACTCCTCGTAAAACATTCTCTTCTAAAACCCTTAACACAAAAATTTTCTCCTACACCTATCTACTCTCATA
LigANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  TCAAATCACTCCTCGTAAAACATTCTCTTCTAAAACCCTTAACACAAAAATTTTCTCCTACACCTATCTACTCTCATA
LigANI 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  TCAAATCAGCTCCTCTAAAACATTCTCTTGTAAAACCCTTAACACAAAAATTTTCTGCTACACGCTATCTACTCTGATA
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| 470 | 4§0 | 4?0 | 590 | 5%0 | 5%0 | 5§0 |

TCAAATCAGT CCTGTAAAACATTCTCTTGT AAAAGEGT TAACAGAAAAATTTTCTGCTACAGGTATCTACTCTGATA

LigANl 17_8_17 I ND.seq(1>1881) —>  TCAAATCACTCCTCTAAAACATTCTCTTCTAAAACCCTTAACACAAAAATTTTCTCCTACACCTATCTACTCTCATA
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — tcaaatcagtcctgtaaaacattctcttgtaaaagggttaacagaaaaattttctgctacaggtatctactctgata
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  TCAAATCACTCCTCTAAAACATTCTCTTCTAAAACCCTTAACACGAAAAATTTTCTCCTACACCTATCTACTCTCATA

5?0 | 5?0 | 5§0 | 5?0 | 5§0 | 5?0 | 690 | 6%0 |

ATTCCAACAAAGACATTACT TCCTCCGT TACGT GGCAT TCGT CCAACAACT CTGI TGCAACGATCTCAAACACAAAA

Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  ATTCCAACAAACACATTACTTCCTCCCTTACCTCCCATTCCTCCAACAACTCTCTTCCAACCATCTCAAACACAAAA
Li gANI 17_8 17 N .seq(1>2361) —>  ATTCCAACAAACACATTACTTCCTCCCTTACCTCCCATTCCTCCAACAACTCTCTTCCAACCATCTCAAACACAAAA
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  ATTCCAACAAACACATTACTTCCTCCCTTACCTCCCATTCCTCCAACAACTCTCTTCCAACCATCTCAAACACAAAA
Li gANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  ATTCCAACAAACACATTACTTCCTCCCTTACCTCCCATTCCTCCAACAACTCTCTTCCAACCATCTCAAACACAAAA
Li gANl 23_8_17 I ND. seq(1>2240) —>  ATTCCAACAAACACATTACTTCCTCCCTTACCTCCCATTCCTCCAACAACTCTCTTCCAACCATCTCAAACACAAAA
LigANl 17_8_17 I ND.seq(1>1881) —>  ATTCCAACAAACACATTACTTCCTCCCTTACCTCCCATTCCTCCAACAACTCTCTTCCAACCATCTCAAACACAAAA
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — attccaacaaagacattacttcctccgttacgtggcattcgtccaacaactctgttgcaacgatctcaaacacaaaa
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  ATTCCAACAAACACATTACTTCCTCCCTTACCTCCCATTCCTCCAACAACTCTCTTCCAACCATCTCAAACACAAAA

6%0 | 6?0 | 6?0 | 6?0 | 6§0 | 6?0 | 6§0 | 6?0

GGT TACCAAGGACAAGCT TACCGAACCGEGT ACAGGAACAGT GAATAT TAAAGCGACAT TGEGAAAT GTAAGCAGCCA

Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  CCTTACCAACCACAACCTTACCCAACCCCTACACCAACACTCAATATTAAACCCACATTCCCAAATCTAACCACCCA
Li gANI 17_8 17 N .seq(1>2361) —>  CCTTACCAACCACAACCTTACCCAACCCCTACACCAACACTCAATATTAAACCCACATTCCCAAATCTAACCACCCA
Li gANI 13_9_17 I ND. seq(1>2234) —>  CCTTACCAACCACAACCTTACCCAACCCCTACACCAACACTCAATATTAAACCCACATTCCCAAATCTAACCACCCA
Li gANl 13_9_17 N . seq(1>2364) —>  CCTTACCAACCACAACCTTACCCAACCCCTACACCAACACTCAATATTAAACCCACATTCCCAAATCTAACCACCCA
Li gANl 23_8_17 I ND. seq(1>2240) —>  CCTTACCAACGCACAACCTTACCGCAACCCCTACACGCAACACTCAATATTAAACCCACATTCCCAAATCTAACCACCCA
LigANl 17_8_17 I ND.seq(1>1881) —>  CCTTACCAAGCACAACCTTACGCAACCCCTACAGCAACACTCAATATTAAACCCACATTCCCAAATCGTAACGCACGCCA
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — ggttaccaaggacaagcttacggaaccggt acaggaacagt gaat att aaagcgacatt gggaaat gt aagcagcca
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  CCTTACCAACCACAACCTTACCGCAACCCCTACACCAACACTCAATATTAAACCCACATTCCCAAATCTAACCACCCA
| 790 | 7%0 | 7%0 | 7?0 | 7%0 | 7?0 | 7?0 | 7?0

GGTTTCCAAATTATCOGT TACCGCAGCGGAACT TACT GAGATTGT GCTAAAT CCCACT TCATCTCACAAAGCCAAGS

Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  CCTTTCCAAATTATCCCTTACCCCACCCCAACTTACTCACATTCTCCTAAATCCCACTTCATCTCACAAACGCCAACC
Li gANI 17_8 17 N .seq(1>2361) —>  CCTTTCCAAATTATCCCTTACCCCACGCCCAACTTACTCACATTCTCCTAAATCCCACTTCATCTCACAAACCCAACC
Li gANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  CCTTTCCAAATTATCCCTTACCCCACGCCCAACTTACTCACATTCTCCTAAATCCCACTTCATCTCACAAACGCCAACC
Li gANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  CCTTTCCAAATTATCCCTTACCCCACGCCCAACTTACTCACATTCTCCTAAATCCCACTTCATCTCACAAACGCCAACC
Li gANl 23_8_17 I ND. seq(1>2240) —>  CCTTTCCAAATTATCCCTTACCCCACCCCAACTTACTCACATTCTCCTAAATCCCACTTCATCTCACAAACGCCAACC
Li gANI 17_8 17 I ND. seq(1>1881) —>  CCTTTCCAAATTATCCCTTACCCCACCCCAACTTACTCACATTCTCCTAAATCCCACTTCATCTCACAAACGCCAACC
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) —> ggtttccaaattatccgttaccgcagcggaacttactgagattgtgctaaatcccacttcatctcacaaagccaagg
Tr abal ho. seg(1>1803) — CCTTTCCAAATTATCCCTTACCCCACCCGAACTTACTGACGATTCTCGCTAAATCCCACTTCATCTCACAAACGCCAAGEG
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GACTTACTGAAAAT TTTAAAGCGACCGECGTAT TTACGGACAAT TOCGACAAAAGATAT TACCGACCAGGT TACT TGS

Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  CACTTACTCAAAATTTTAAACCCACCCCCCTATTTACCCACAATTCCACAAAACATATTACCCGACCACCTTACTTCC
Li gANI 17_8 17 N .seq(1>2361) —>  CACTTACTCAAAATTTTAAACCCACCCCCCTATTTACCCACAATTCCACAAAACATATTACCCGACCACCTTACTTCC
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  CACTTACTCAAAATTTTAAACCCACCCCCCTATTTACCCACAATTCCACAAAACATATTACCCACCACCTTACTTCC
Li gANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  CACTTACTCAAAATTTTAAACCCACCCCCCTATTTACCCACAATTCCACAAAACATATTACCCACCACCTTACTTCC
Li gANl 23 8 _17 I ND. seq(1>2240) —>  CACTTACTCAAAATTTTAAACCCACCCCCCTATTTACCCACAATTCCACAAAACATATTACCCACCACCTTACTTCC
L!gANI 17 _8 17 I ND. seq(1>1881) —>  CACTTACTCAAAATTTTAAACCCACCCCCCTATTTACCCACAATTCCACAAAACATATTACCCGACCACCTTACTTCC
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — gacttactgaaaattttaaagcgaccggcgtatttacggacaattcgacaaaagat attaccgaccaggttacttgg
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  CACTTACTCAAAATTTTAAACGCCACCCCCCTATTTACCCACAATTCCACAAAACATATTACCCACCACCTTACTTCC
8?0 | 8?0 | 8?0 | 8%0 | 8?0 | 990 | 9%0 | 9%0
AAATCTTCCAATGCAGCCTACGCAAAAATTTCAAACCCAACT GGAAGT AAAGEGEGT TGT TAAT GCACT CTCGAAGGEG
Li gANI 23 8 17 N .seq(1>2006) —>  AAATCTTCCAATCCACCCTACGCAAAAATTTCAAACCCAACTCCAACTAAACCCCTTCTTAATCCACTCTCCAAGCC
Li gANI 17_8 17 N .seq(1>2361) —>  AAATCTTCCAATCCACCCTACCCAAAAATTTCAAACCCAACTCCAACTAAACCCCTTCTTAATCCACTCTCCAACGCC
Li gANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  AAATCTTCCAATCCACCCTACCCAAAAATTTCAAACCCAACTCCAACTAAACCCCTTCTTAATCCACTCTCCAACGCC
Li gANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  AAATCTTCCAATCCACCCTACCCAAAAATTTCAAACCCAACTCCAACTAAACCCCTTCTTAATCCACTCTCCAACGCC
L!gANI 23_8 17 I ND. seq(1>2240) —>  AAATCTTCCAATCCACCCTACCCAAAAATTTCAAACCCAACTCCAACTAAACCCCTTCTTAATCCACTCTCCAACGCC
L!gANI 17 _8 17 I ND. seq(1>1881) —>  AAATCTTCCAATCCACCCTACGCAAAAATTTCAAACCCAACTCCAACTAAACCCCTTCTTAATCCACTCTCCAACGCC
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> aaatcttccaatgcagcct acgcaaaaatttcaaacgcaact ggaagt aaaggggtt gttaat gcact ct cgaaggg
Tr abal ho. seq(1>1803) —  AAATCTTCCAATCCACCCTACCCAAAAATTTCAAACCCAACTCCAACTAAACCCCTTCTTAATCCACTCTCCAACCC
| 9?0 | 9%0 | 9?0 | 9?0 | 9?0 | 9?0 | 9?0 | 1OPO
AACGAGCCACATCTCOGCTACCT TAGGT TCGAT TTCAAGT GCAAAT GCGACAT TCCAAGT TACT CCBECAAGAATAG
L!gANI 23 8 17 N .seq(1>2006) —>  AACCACGCCACATCTCCCCTACCTTAGCTTCCATTTCAACGTCCAAATCCCACATTCCAACGTTACTCCCGCCAACAATAC
Li gANI 17_8_17 NI .seq(1>2361) —>  AACCACCCACATCTCCGCTACCTTACCTTCCATTTCAACTCCAAATCCCACATTCCAACTTACTCCCCCAACAATAG
Li gANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  AACCACGCCACATCTCCCCTACCTTACGCTTCCATTTCAACTCCAAATCCCACATTCCAACTTACTCCCCCAACAATAC
Li gANI 13_9_17 NI. seq(1>2364) —>  AACCACCCACATCTCCGCTACCTTACCTTCCATTTCAACTCCAAATCCCACATTCCAACTTACTCCCCCAACAATAG
L!gANI 23_8 17 I ND. seq(1>2240) —>  AACCACGCCACATCTCCCCTACCTTAGCTTCCATTTCAACGTCCAAATCCCACATTCCAACGTTACTCCCGCCAACAATAC
L!gANI 17 _8_17 1 ND. seq(1>1881) —>  AACCACGCCACATCTCCCCTACCTTAGCTTCCATTTCAACGTCCAAATCCCACATTCCAACGTTACTCCCGCCAACAATAC
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — aacgagccacatctccgctaccttaggttcgatttcaagtgcaaat gcgacattccaagttact ccggcaagaat ag
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  AACCACCCACATCTCCGCTACCTTACCTTCCATTTCAACTCCAAATCCCACATTCCAACTTACTCCCCCAACAATAG
| 10}0 | 10?0 | 10?0 | 10ﬁ0 | 10?0 | 1OPO | 1070 |
CTTCAATCGAAGTAACACCAAATAATTTCTTCT TGATCAAAGGACT TAGT CATCCATTTAAAGCAATTGGAATCTAT
Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  CTTCAATCCAACTAACACCAAATAATTTCTTCTTCATCAAACGCACTTACTCATCCATTTAAACCAATTCCAATCTAT
LigANl 17_8_17 NI .seq(1>2361) —>  CTTCAATCCAACTAACACCAAATAATTTCTTCTTCATCAAACGCACTTACTCATCCATTTAAACCAATTCCAATCTAT
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CTTCAATCGAAGTAACACCAAATAATTTCTTCTTGATCAAAGGACT TAGT CATCCATTTAAAGCAATTGGAATCTAT

Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  CTTCAATCCAACTAACACCAAATAATTTCTTCTTCATCAAACCACTTAGTCATCCATTTAAACCAATTCCAATCTAT
LigANI 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  CTTCAATCCAACTAACACCAAATAATTTCTTCTTCATCAAACCACTTAGTCATCCATTTAAACCAATTCCAATCTAT
Li gANl 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  CTTCAATCCAACTAACACCAAATAATTTCTTCTTCATCAAACCACTTACTCATCCATTTAAACCAATTCCAATCTAT
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  CTTCAATCCAACTAACACCAAATAATTTCTTCTTCATCAAACCACTTACTCATCCATTTAAACCAATTCCAATCTAT
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — cttcaatcgaagtaacaccaaataatttcttcttgatcaaaggacttagtcatccatttaaagcaattggaat ct at
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  CTTCAATCGAAGTAACACCAAATAATTTCTTCTTGATCAAAGGACTTAGTCATCCATTTAAAGCAATTGGAATCTAT
10?0 | 10?0 | llPO | 11}0 | 11?0 | 11?0 | 1lﬁO | 11?0 |

ACGGATAATACAAAGACAGACATTACAAAACAAGTI TTCCTGGICTTCCTCTGATCCGAATGI TGCATCGATCGATAA

Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  ACCCATAATACAAACACACACATTACAAAACAACGTTTCCTCCTCTTCCTCTCATCCCAATCTTCCATCCATCCATAA
LigANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —>  ACCCATAATACAAACACACACATTACAAAACAACGTTTCCTCCTCTTCCTCTCATCCCAATCTTCCATCCATCCATAA
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  ACCCATAATACAAACACACACATTACAAAACAACTTTCCTCCTCTTCCTCTCATCCCAATCTTCCATCCATCCATAA
LigANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  ACCCATAATACAAACACACACATTACAAAACAACTTTCCTCCTCTTCCTCTCATCCCAATCTTCCATCCATCCATAA
Li gANl 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  ACCCATAATACAAACACACACATTACAAAACAACTTTCCTCCTCTTCCTCTCATCCCAATCTTCCATCCGATCCATAA
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  ACCCATAATACAAACACACACATTACAAAACAACGTTTCCTCCTCTTCCTCTCATCCCAATCTTCCATCCATCCATAA
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) — acggat aat acaaagacagacattacaaaacaagtttcctggtcttcctctgat ccgaat gttgcat cgat cgat aa
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  ACCCATAATACAAACACACACATTACAAAACAACGTTTCCTCCTCTTCCTCTCATCCCAATCTTCCATCCATCCATAA
llPO | 1170 | 11?0 | llPO | lZPO | 12}0 | lZFO | 12?0

CACATTTTCATTGGCT GECT CAGCTACCGCAATCGATGATGGAAAAACGAACAT CACTGCAACGT TATCTGATTCTA

Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  CACATTTTCATTCCCTCCCTCACCTACCCCAATCCATCATCCAAAAACCAACATCACTCCAACCTTATCTCATTCTA
LigANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —>  CACATTTTCATTCCCTCCCTCACCTACCCCAATCCATCATCCAAAAACCAACATCACTCCAACCTTATCTCATTCTA
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —> CACATTTTCATTCCGCTCCCTCACGCTACCCCAATCCATCATCCAAAAACCAACATCACTCCAACCTTATCTCATTCTA
LigANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —> CACATTTTCATTCCGCTCCCTCACGCTACCCCAATCCATCATCCAAAAACCAACATCACTCCAACCTTATCTCATTCTA
Li gANl 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —> CACATTTTCATTCCGCTCCCTCACGCTACCCCAATCCATCATCCAAAAACCAACATCACTCCAACCTTATCTCATTCTA
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  CACATTTTCATTCCCTCCCTCACCTACCCCAATCCATCATCCAAAAACCAACATCACTCCAACCTTATCTCATTCTA
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> cacattttcattggctggct cagctaccgcaat cgat gat ggaaaaacgaacat cact gcaacgttatctgattcta
Tr abal ho. seq( 1>1803) —>  CACATTTTCATTGGCTGGCTCAGCTACCCCAATCCATCATCCAAAAACCAACATCACTCCAACCTTATCTCGATTCTA

| 1ZﬁO | 12PO | lZPO | 1270 | 12?0 | lZPO | 13PO |

TGTCCACTTCTACTACCTTGTATGTCACTTCTGCTGI CCTTATTGACATAGAAGT CAAGCCTAGTATTTTCGTCCTG

Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  TCTCCCCTTCTACTACCTTCTATCGTCACTTCTCCTCTCCTTATTCACATACGAACTCAACCCTACGTATTTTCCGTCCTC
LigANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —> TCTCCCCTTCTACTACCTTCTATCTCACTTCTGCTCGTCCTTATTCACATACAACTCAACCCTACGTATTTTCCGTCCTC
LigANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —> TCTCCCCTTCTACTACCTTCTATCTCACTTCTGCTCGTCCTTATTCACATACAACTCAACGCCTACGTATTTTCCGTCCTC
LigANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —> TCTCCCCTTCTACTACCTTCTATCTCACTTCTGCTCGTCCTTATTCACATACAACTCAACGCCTACGTATTTTCCGTCCTC
LigANI 23 8 17 I ND. seq(1>2240) — TCTCCCGCTTCTACTACCTTGTATCTCACTTCTGCTCTCCTTATTCACATAGAACTCAACGCCTAGTATTTTCCGTCCTG
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| 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1390 |

TGTCCECTTCTACTACCTTGTATGTCACTTCTGCTGI CCTTATTGACATAGAAGT CAACCCTAGTATTTTCGICCTG
Li gANI 17_8_ 17 I ND. seq(1>1881) —>  TCTCCCCTTCTACTACCTTCTATCTCACTTCTCCTCTCCTTATTCACATACAACTCAACCCTACTATTTTCCTCCTG
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> tgtccgcttctactaccttgtatgtcacttctgetgtccttattgacatagaagtcaagectagtattttcgtcctg
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  TCTCCCCTTCTACTACCTTCTATCTCACTTCTCCTCTCCTTATTCACATACAACTCAACCCTACTATTTTCCTCCTC

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 13?0 |

AGCGAAGGT CTTACACTACAACT AACCGCTACTGECATCTATTCCGGATCACTCTACCCATGATTTGACTCAGGT TGT
Li gANl 23_8 17 NI . seq(1>2006) —>  ACCCAACGCTCTTACACTACAACTAACCCCTACTCCCATCTATTCCCATCACTCTACCCATCATTTCACTCACGCTTCT
Li gANl 17_8 17 NI .seq(1>2361) —>  ACCCAACGCGTCTTACACTACAACTAACCCCTACTCCCATCTATTCCCATCACTCTACCCATCATTTCACTCACGCTTCT
Li gANI 13_9_17 I ND. seq(1>2234) —>  ACCCAACCTCTTACACTACAACTAACCCCTACTCCCATCTATTCCCATCACTCTACCCATCATTTCACTCACCTTCT
Li gANI 13 9 17 NI . seq(1>2364) —>  ACCCAACCTCTTACACTACAACTAACCCCTACTCCCATCTATTCCCATCACTCTACCCATCATTTCACTCACCTTCT
Li gANI 23_8_17 | ND. seq(1>2240) —>  ACCCAACCTCTTACACTACAACTAACCCCTACTCCCATCTATTCCCATCACTCTACCCATCATTTCACTCACCTTCT
Li gANI 17_8_ 17 I ND. seq(1>1881) —>  ACCCAACGCGTCTTACACTACAACTAACCCCTACTCCCATCTATTCCCATCACTCTACCCATCATTTCACTCACGCTTCT
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — agcgaaggtcttacact acaact aaccgct act ggcat ctattcggat cactctacccat gatttgactcaggttgt
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  ACCCAACGCTCTTACACTACAACTAACCCCTACTCCCATCTATTCCCATCACTCTACCCATCATTTCACTCACGCTTCT

13?0 1400 1410 1420 1430 1440 1450 14@0

ACAGT GGACT TCCAGCAAGCCAT CCAACAT TGCAAT CGAAAAT ACAGCCGGT AAAAAAGGT AAAGT AACGECTCT TG
Li gANl 23_8 17 NI . seq(1>2006) —>  ACACTCCACTTCCACCAACCCATCCAACATTCCAATCCAAAATACACCCCCTAAAAAACCTAAACTAACCCECTCTTC
Li gANl 17_8 17 NI .seq(1>2361) —>  ACACTCCACTTCCACCAACCCATCCAACATTCCAATCCAAAATACACCCCCTAAAAAACCTAAACTAACCECTCTTC
Li gANl 13 9 17 | ND. seq(1>2234) —>  ACACTCCACTTCCAGCAACGCCATCCAACATTCCAATCCAAAATACACGCCCCTAAAAAACCTAAACTAACCCCTCTTG
Li gANI 13 9 17 NI . seq(1>2364) —>  ACACTCCACTTCCAGCAACGCCATCCAACATTCCAATCCAAAATACACGCCCCTAAAAAACCTAAACTAACCCCTCTTG
Li gANI 23_8_17 | ND. seq(1>2240) —>  ACACTCCACTTCCAGCAACGCCATCCAACATTCCAATCCAAAATACACGCCCCTAAAAAACCTAAACTAACCCCTCTTG
Li gANI 17_8_ 17 I ND. seq(1>1881) —>  ACACTCCACTTCCACCAACCCATCCAACATTCCAATCCAAAATACACCCCCTAAAAAACCTAAACTAACCCCTCTTC
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> acagtggacttccagcaagccat ccaacatt gcaat cgaaaat acagccggt aaaaaaggt aaagt aacggctcttg
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  ACACTCCACTTCCACCAACCCATCCAACATTCCAATCCAAAATACACCCCCTAAAAAACCTAAACTAACCECTCTTC

| 1470 | 14?0 | 14?0 | 1590 | 15}0 | 15?0 | 15?0 | 1550

CATTTGGAGATTCAGAATTTACGGECAACCTACGATTCTATTAAAAGT AATCGAGCCTGGATAT TCGT CAAT GACGAG
Li gANl 23_8 17 NI .seq(1>2006) —>  CATTTCCACATTCACAATTTACCCCAACCTACCATTCTATTAAAACTAATCCACCCTCCATATTCCTCAATCACCAC
Li gANl 17_8 17 NI .seq(1>2361) —>  CATTTCCACATTCAGAATTTACCCCAACCTACCATTCTATTAAAACTAATCCACCCTCCATATTCCTCAATCACCAG
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  CATTTCCACATTCAGAATTTACCCCAACCTACCATTCTATTAAAACTAATCCACCCTCCATATTCCTCAATCACCAG
Li gANI 13 9 17 NI . seq(1>2364) —>  CATTTCCACATTCAGAATTTACCCCAACCTACCATTCTATTAAAACTAATCCACCCTCCATATTCCTCAATCACCAG
Li gANI 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  CATTTCCACATTCACAATTTACCCCAACCTACCATTCTATTAAAAGCTAATCCACCCTCCATATTCCTCAATCACCAC
Li gANl 17_8 17 | ND. seq(1>1881) —>  CATTTCCACATTCACAATTTACCCCAACCTACCATTCTATTAAAACTAATCCACCCTCCATATTCCTCAATCACCAC
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> catttggagattcagaatttacggcaacctacgattctattaaaagt aat cgagcct ggat attcgt caat gacgag
Tr abal ho. seqg( 1>1803) —>  CATTTCGAGATTCACGAATTTACCCGCAACCTACCGATTCTATTAAAACTAATCCGAGCCTCCGATATTCCTCAATCGACGAG
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1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610

AAATTAGTAAACATAACCATTAGT TCTTCCCAAGIT TTTGACAGAT AAGEEGT CEECT CAACAAT TCAAGGECAAT CGG

Li gANl 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  AAATTACTAAACATAACCATTACGTTCTTCCCAAGTTTTCACACATAACCCCTCCCCTCAACAATTCAACCCAATCCC
LigANl 17 8 17 NI .seq(1>2361) —>  AAATTACTAAACATAACCATTACGTTCTTCCCAAGTTTTCACACGATAACCCCTCCCCTCAACAATTCAACCCAATCCC
LigANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  AAATTACTAAACATAACCATTACTTCTTCCCAAGTTTTCACACATAACCCCTCCCCTCAACAATTCAACCCAATCCC
Li gANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  AAATTACTAAACATAACCATTACTTCTTCCCAAGTTTTCACACATAACCCCTCCCCTCAACAATTCAACCCAATCCC
Li gANl 23 8 _17 I ND. seq(1>2240) —>  AAATTACTAAACATAACCATTACTTCTTCCCAAGCTTTTCACACATAACCCCTCCCCTCAACAATTCAACCCAATCCC
Li gANI 17 8 17 I ND. seq(1>1881) —>  AAATTACTAAACATAACCATTACGTTCTTCCCAAGTTTTCACACGATAACCCCTCCCCTCAACAATTCAACCCAATCCC
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> aaattagtaaacataaccattagttcttcccaagttttgacagataaggggtcggct caacaattcaaggcaat cgg
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  AAATTACTAAACATAACCATTACGTTCTTCCCAAGTTTTCACACATAACCCCTCCCCTCAACAATTCAACCCAATCCC
16?0 | 16?0 | 16ﬁ0 | 16?0 | 16@0 | 1670 | 16?0 | 1690
AACTTTCCAAGGAGGTAGCCAACT TGACCT TACCGGATCT TGTGACCTGGAAGT CCTCTGATTCTAAGGTAGT TTCTA
Li gANl 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  AACTTTCCAACCAGCTAGCCAACTTCACCTTACCCATCTTCTCACCTCCAACTCCTCTCATTCTAACGCTACGTTTCTA
LigANl 17 8 17 NI .seq(1>2361) —>  AACTTTCCAACCACGCTACGCCAACTTCACCTTACCCATCTTCTCACCTCCAACTCCTCTCATTCTAACGCTACGTTTCTA
Li gANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  AACTTTCCAACCACGCTACGCCAACTTCACCTTACCCATCTTCTCACCTCCAACTCCTCTCATTCTAACGCTACGTTTCTA
Li gANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  AACTTTCCAACCACGCTACGCCAACTTCACCTTACCCATCTTCTCACCTCCAACTCCTCTCATTCTAACGCTACGTTTCTA
Li gANl 23_8_17 I ND. seq(1>2240) —>  AACTTTCCAACCACGCTACGCCAACTTCACCTTACCCATCTTCTCACCTCCAACTCCTCTCATTCTAACGCTACGTTTCTA
Li gANI 17 8 17 I ND. seq(1>1881) —>  AACTTTCCAACCAGCTAGCCAACTTCGACCTTACCCATCTTCTCACCTCCAACTCCTCTCATTCTAACGCTACGTTTCTA
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> aactttccaaggaggtagccaacttgaccttacggatcttgtgacct ggaagtcctctgattctaaggtagtttcta
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  AACTTTCCAACCAGCTAGCCAACTTCGACCTTACCCATCTTCTCACCTCCAACTCCTCTCATTCTAACGCTACGTTTCTA
| 1790 | 17}0 | 17?0 | 17?0 | 17ﬁ0 | 17?0 | 17PO | 1770
TCAGTIAACTCTAATGATGACAGAGGT TTAACAACAGCCCTTTCTGTAGGT TCCTCTAAAATTTCTGCGAT TTACGGT
Li gANl 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  TCACTAACTCTAATCATCGACAGACCTTTAACAACACCCCTTTCTCTACCTTCCTCTAAAATTTCTCCCATTTACCGCT
LigANl 17 8 17 NI .seq(1>2361) —>  TCACTAACTCTAATCATCACACGACCTTTAACAACACCCCTTTCTCTACCTTCCTCTAAAATTTCTCCCATTTACCGCT
Li gANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  TCACTAACTCTAATCATCACACGACCTTTAACAACACCCCTTTCTCTACCTTCCTCTAAAATTTCTCCCATTTACCGCT
LigANI 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  TCACTAACTCTAATCATCACAGACCGTTTAACAACAGCCCTTTCTCTACCTTCCTCTAAAATTTCTCCCATTTACCGCT
Li gANI 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  TCACTAACTCTAATCATCGACAGACCTTTAACAACACCCCTTTCTCTACCTTCCTCTAAAATTTCTCCCATTTACCGCT
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  TCACTAACTCTAATCATCACAGACCTTTAACAACACCCCTTTCTCTACCTTCCTCTAAAATTTCTCCCATTTACCGCT
Li gANI L1-130 vector.seq(1>1803) — tcagtaactctaatgatgacagaggtttaacaacagcgctttctgtaggttcctctaaaatttctgegatttacggt
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  TCACTAACTCTAATCATCACACGACCTTTAACAACACCCCTTTCTCTACCTTCCTCTAAAATTTCTCCCATTTACCCT
| 17?0 | 1790 | 1SPO | 18}0 | 18?0 | 18?0 | 18&0 |
TCTATCCATAGIGACTCTATCGATTTTGAAGTI AACT CCAGAAATATTAGCCT CTAT TAAAACGCGAGCCATAATCTAG
Li gANl 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  TCTATCCATAGTCACTCTATCCATTTTCAACTAACTCCACAAATATTACCCTCTATTAAAACCCACCCATAATCTACG
LigANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —>  TCTATCCATAGTCACTCTATCCATTTTCAACTAACTCCACAAATATTACCCTCTATTAAAACCCACCCATAATCTACG
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1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840

TCTATCCATAGIGACTCTATCGAT TTTGAAGT AACTCCAGAAATAT TAGCCT CTAT TAAAACGCGAGCCATAATCTAG

Li gANl 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  TCTATCCATAGTCACTCTATCCATTTTCAACTAACTCCACAAATATTACCCTCTATTAAAACCCACCCATAATCTACG
LigANI 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  TCTATCCATACTCACTCTATCCGATTTTCAACTAACTCCACAAATATTACCCTCTATTAAAACCCACGCCATAATCTAC
Li gANl 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  TCTATCCATACTCACTCTATCCATTTTCAACTAACTCCACAAATATTACCCTCTATTAAAACCCACCCATAATCTAC
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  TCTATCCATACTCACTCTATCCGATTTTCAACTAACTCCACAAATATTACCCTCTATTAAAACCCACGCCATAATCTAC
Li gANl L1-130 vector.seq(1>1803) —> tctatccatagtgactctatcgattttgaagtaactccagaaat attagcctctattaaaacggagccat aa
Tr abal ho. seq(1>1803) —>  TCTATCCATAGTCACTCTATCCATTTTCAACTAACTCCACAAATATTACCCTCTATTAAAACCCACCCATAA

18?0 | 18PO | 1870 | 18?0

ACCAAGGECGAGCT CAACGATCCEECTGCTAAC
Li gANI 23 8 17 NI .seq(1>2006) —>  ACCAACGCCCCACCTCAACCATCCCCCTCCTAAC
LigANI 17 8 17 N .seq(1>2361) —>  ACCAACGCCCCACCTCAACCATCCCCCTCCTAAC
Li gANI 13 9 17 I ND. seq(1>2234) —>  ACCAACCCGCCACCTCAACCGATCCCCCTCGCTAAC
LigANl 13 9 17 NI .seq(1>2364) —>  ACCAACGCCCCGACCTCAACCATCCCCCTCCTAAC
Li gANl 23 8 17 I ND. seq(1>2240) —>  ACCAACGCCCCGACCTCAACCATCCCCCTCCTAAC
LigANl 17 8 17 I ND.seq(1>1881) —>  ACCAACGCCCCACCTCAACCATCCCCCTCCTAAC



Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

: JINNNmonnNERNRRERR RN Rn NN RN nRHANRNN

10

20

30

CCCCCEEEEEEEEEEECCEEEEEEEECCCCCCEEEEECCC
MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGRDLYDDDDKDHPEFTSSNT

40

: JinANNERNAN--RNRREnns AR NRNNRNNNRNNRNNNN

50

60

70

CEEEEECCCCCCEEEEEEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEE
DILTVSNTNAKRGLGSTLKQGTVKVTASMGGIEDSVDETV

80

: JinlamaREE-RnERnRRnnRRRNRREERs RN N R nnst

90

100

110

ECCEEEEEEECCCEEEEECCCEEEEEEEEEECCCCCCCEE
TOATLTSIEVSPTRASIAKGMTQKFTATGIFTDHSKKNIT

120

: JanANNERNANE=RN NN AR RN RnnnnNRRNNRNNNR

130

140

150

EEEEEEECCCCEEEEECCCCCEEEEEEEEEEEEEEEEECC
EQVTWKSSSKALSMLNAPGEEGTGKAIAVGKTTITATLEK

160

1| | L] LSE] BRRE] ] LRERERL LN

170

180

190

EEEEEEEEEECCCEEEEEECCCEEEEECCCEEEEEEEEEE
LSGKTDITVTPAVLTSIQISPVKHSLVKGLTEKFSATGIY

200

)| | | EEREEE | | [ [ R LRE]LELLESL L]

210

220

230

CCCCCEEECCEEEEEECCCEEEEEECCCCEEEEEEEEEEE
SDNSNKDITSSVTWHSSNNSVATISNTKGYQGOQAYGTGTG

240

. JINRNNERNENEnn ERRN AN En-mn iR Rnalninn 0kt

250

260

270

EEEEEEEECCEEEEEEEEEECCCEEEEEEECCCEEEEECC
TVNIKATLGNVSSQVSKLSVTAAELTEIVLNPTSSHKAKG

280



Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

Conf

Pred:

Pred:
AA:

: JuzANNERNARN RN EaoznnonARNRNANE-RNNNDNNN

290

300

310

CEEEEEEEEEECCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEECCCC
LTENFKATGVETDNSTKDITDQVTWKSSNAAYAKISNATG

320

: JunRNNRRNRENERNNRRNRRNznnnARN ARl -nnn iRt

330

340

350

CEEEEEEEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEEEECCEEEEEE
SKGVVNALSKGTSHISATLGSISSANATFQVTPARIASIE

360

: JlnnianERsERNNRRNERERs AR oannannRRNERN

370

380

390

ECCCEEEEECCCEEEEEEEEEECCCCEEECCCEEEEEECC
VIPNNFFLIKGLSHPFKAIGIYTDNTKTDITKQVSWSSSD

400

| B[] 0] FRERSL LSRR

410

420

430

CCEEEEECCCCEEEEEEEEEEEEEEEEEEECCCEEEEEEE
PNVASIDNTEFSLAGSATAIDDGKTNITATLSDSMSASTTL

440

) [ PRI ESE] LR L] R

450

460

470

EEECCEEEEEEECCCEEEEECCCEEEEEEEEEECCCCEEE
YVTSAVLIDIEVKPSIFVLSEGLTLOLTATGIYSDHSTHD

480

: JomnnHERNRnERn-ERRERRE s nARNRNN R NRNNNRE

490

500

510

CEEEEEEEECCCCCEEEECCCCEEEEEEEEEEEEEEEEEE
LTOQVVOWTSSKPSNIATIENTAGKKGKVTALAFGDSEFTAT

520

| [ FLE] L] ESERSE] L] BEEEELL]EE]]

530

540

550

ECCEEEEEEEEEEECCCEEEEEECCCEEEEECCCEEEEEE
YDSTIKSNRAWIFVNDEKLVNITISSSQVLTDKGSAQQFKA

560



Ot | | [[5] | FEEEER | ] EL]ERLEL R

Pred:

Pred: EEEECCCCCCCCCCCEEEEECCCCCEEEECCCCCCEEEEE
AA: IGTFOGGSQLDLTDLVIWKSSDSKVVSISNSNDDRGLTTA

570 580 590 600

conf: JINANNRRNNRERNRnnnRENRNRN sl na=nllnnlt

Pred: S S -

Pred: EEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEEEECCCCEEEEECC
AA: LSVGSSKISAIYGSIHSDSIDFEVTPEILASIKTEP

610 620 630

Legend:

D = helix Conf: ]:Jlll[ = confidence of prediction
- +

strand Pred: predicted secondary structure

coil AA: target sequence




gsesteves@hotmail.com
LigANI__

I ’ I’] o A /‘\2 Thu Sep 28 00:06:49
j [ _‘ l % B 55T 2017
i 7 e04de51e2831ab70

Secondary structure and
disorder prediction

10 20 30 40 50 . . . 60

M MRGSHHHHHHGMASMT GGQQMGRDLYDDDDKDHPFTSSNTDI LTVSNTNAKRGLGSTLKAQ

Secondary
e Ry —— —y ————— — ———— —— ———— Y ——
structure
SS H I . I - MM S S = I .
confidence
Disorder 2 2222272 2 22 g
Disorder E— B B s BN B — R e

confidence

L. . ... .. .70 . . . ., ... .80 . . . .., . . . .9 . . . .., . . . .1200. . . .., . . . .110. . . .., . . . .12
P GTVKVTASMGGI EDSVDFTVTQATLTSI EVSPTRASI AKGMTQKFTATGI FTDHSKKNI T
Secondary
e ——— [E— I ————————]
structure N
SS
confidence
Disorder ? 227 222272 1?2

Disorder
confidence
130 140 150 160 170 180

PR EQVTWKSSSKALSMLNAPGEEGTGKAI AVGKTTI TATLEKLSGKTDI TVTPAVLTSI QIS

Secondary
ey ———— —y ————— e e e e e e e e e et —
structure
confidence
Disorder ?? 2227272 — 7
|

Disorder
confidence

PP VKHSLVKGLTEKFSATGI YSDNSNKDI TSSVTWHSSNNSVATI SNTKGYQGQAYGTGTG
Secondar
y — — ———————— —————— m—— ——ee

structure

190 . 200 . 210 220 c o o Ao o o 240

-——— I ISl Tl 0O .
confidence

Disorder ? 2 ? ? ? ?

Disorder
confidence
250 260 .. 270 . . 280 . . 290 . . 300

P TVNI KATLGNVSSQVSKLSVTAAELTEI VLNPTSSHKAKGLTENFKATGVFTDNSTKDI T
Secondary —— ————— e ——— [E—— Iy —————————] [—

structure

confidence

Disorder ?2 —? 222222 ——22222222227?22?
Disorder
confidence
310 .. .320 . . . 330 340 350 360

BRI DQVTWKSSNAAYAKI SNATGSKGVVNALSKGTSHI SATLGSI SSANATFQVTPARI ASIE
Secondary

—————— ey ————— ey ——— ey ——— R ———
structure R
confidence
Disorder ?2 7 2222272 —
|

Disorder
confidence
370 . 380 . 390 400 410 420

PRI VTPNNFFLI KGLSHPFKAI GI YTDNTKTDI TKQVSWSSSDPNVASI DNTFSLAGSATAI D
Secondar
y — — S — A — ——— — ———— I —

structure

-——_— L =0 s | I N
confidence

Disorder
confidence


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/index.cgi

.. ... 430, ..., L440 . ..., .0450 . ..., 4860 . . .., . . .o.470. . . ., . . . .48
P DGKTNI TATLSDSMSASTTLYVTSAVLI DI EVKPSI FVLSEGLTLQLTATGI YSDHSTHD
Secondary
structure

SS
confidence

e —— Ry ——— Yy ——— Ry —————————
S I EE .

Disorder ? 22222 22222 —22122

Disorder
confidence
490 500 .. 510 . . 520 530 540

L TQVVQWTSSKPSNI Al ENTAGKKGKVTALAFGDSEFTATYDSI KSNRAWI FVNDEKLVN

Secondary
— S ———— Iy ————— Iy ———— Iy ——— ey ———

structure

confidence
Disorder 22272 —
| ]

Disorder

confidence
.. . ... . . . .55 . . . .., . . . .560. . . ., . . . .570. . . ., . . . .58 . . . ., . . . .59 . . . .., . . . .600
PR 71 SSSQVLTDKGSAQQFKAI GTFQGGSQLDLTDLVTWKSSDSKVVSI SNSNDDRGLTTA

Secondar
y—; [E—— — ———————— R ———— [y —————— [EES—

structure

_-—--_ I B N N 2 |
confidence

Di§order | HE EE OO T —— [ EE— B EE—_ R .
confidence
L. ... ... U810 . ..., ... L8200 ..., ...o.830 . . ..o, .
ML SVGSSKI SAlI YGSI HSDSI DFEVTPEI LASI KTEP

Secondary
— Y ——— Iy ———— I —
structure »

Disorder 22272 12122

Disorder
confidence

Confidence Key
High(9) Il [ERINN Low (0)
? Disordered ( 20%)

A% Alpha helix ( 0%)
= Beta strand ( 65%)



