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RESUMO

Os Homodimeros Variaveis de Cadeia Pesada (VHHSs), também chamados de nanocorpos de
camelideos, sdo fragmentos de anticorpos IgG incomuns e exclusivos de animais da familia
camelidae, que atingem alta afinidade e especificidade de ligacdo ao antigeno. Atualmente séo
agentes potenciais para aplicacbes no tratamento ou diagndstico em casos de acidentes
ofidicos. Diferentes hospedeiros ja produziram nanocorpos recombinantes, porém ainda ha
desafios nesta producdo que precisam ser superados.Visando contornar estes problemas,
exploramos o uso de Bacillus subtilis para a expressdo de VHHs. No capitulo | desta
dissertagdo apresentamos um artigo de revisao que inicialmente levantou os principais estudos
que justificam a escolha de B. subtilis na pesquisa e nas inddstrias. Correlacionamos as
caracteristicas deste hospedeiro atreladas as variadas estratégias de engenharia genética para
produzir biomoléculas de forma eficiente e econémica. O capitulo Il aborda os resultados
decorrentes da utilizacdo de B. subtilis cepa KO7 como hospedeiro para produzir um VHH
anti-fosfolipase. O B. subtils KO7 foi transformado com o plasmideo pHEN1 e foi feita a
posterior inducdo da expressdo da proteina, a confirmacdo da expressdo foi realizada pela
técnica de western-blot e a funcionalidade da proteina foi avalida via ensaio de citometria de
fluxo. Os resultados demonstraram que a transformacdo utilizando o vetor pHEN1 foi
eficiente e as induc@es utilizando o indutor IPTG ou a lactose foram satisfatorias. A proteina
VHH foi expressa na porcdo soltvel do lisado bacteriano apresentando uma massa molecular
de aproximadamente 11 KDa. Observou-se um alto reconhecimento do VHH anti-fosfolipase
contra as proteinas miotdxicas Bothropstoxina | (BthTX-1) e Bothropstoxina Il (BthTX-I1) de
Bothrops jararacussu, constatando que B. subtilis KO7 é um potencial hospederio para

produzir VHHSs sollveis e com sua funcionalidade preservada para posterior uso clinico.

Palavras-chave: Bacillus subtilis KO7; vetor fagomideo; VHH; Bothrops jararacussu;
fosfolipase; proteinas recombinantes.



ABSTRACT

The Variables Heavy-chain Homodimers (VHHSs), also called camelid nanobodies, are
unusual and unique IgG antibody fragments from animals of the camelid family, which
achieve high antigen-binding affinity and specificity. Currently, they are potential agents for
applications in the treatment or diagnosis of snakebites. Different hosts have already produced
recombinant nanobodies, but there are still challenges in this production that need to be
overcome. In order to overcome these problems, we explored the use of Bacillus subtilis for
the expression of VHHSs. In chapter | of this dissertation we present a review article that
initially raised the main studies that justify the choice of B. subtilis in research and industries.
We correlated the characteristics of this host linked to the various genetic engineering
strategies to produce biomolecules efficiently and economically. Chapter 1l discusses the
results resulting from the use of B. subtilis strain KO7 as a host to produce an anti-
phospholipase VHH. The B. subtilis KO7 was transformed with plasmid pHEN1 and
subsequent induction of protein expression was carried out, confirmation of expression was
performed by the western-blot technique and protein functionality was evaluated via flow
cytometry assay. The results showed that the transformation using the pHEN1 vector was
efficient and the inductions using the IPTG inducer or lactose were satisfactory. The VHH
protein was expressed in the soluble portion of the bacterial lysate with a molecular mass of
approximately 11 kDa. There was a high recognition of anti-phospholipase VHH against the
myotoxic proteins Bothropstoxin | (BthTX-1) and Bothropstoxin 1l (BthTX-1) from Bothrops
jararacussu, confirming that B. subtilis KO7 is a potential host to produce soluble VHHSs and

with its functionality preserved for later clinical use.

Keywords: Bacillus subtilis KO7; phagomid vector; VHH; Bothrops jararacussu;
phospholipase; recombinant proteins.
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INTRODUCAO

A Engenharia Genética proporcionou avangos na area medica e na industria
farmacéutica, com a criacdo da Tecnologia do DNA recombinante (LOPES et al., 2012). O
advento desta tecnologia ofereceu novas oportunidades para inovagdes que visam produzir
uma ampla gama de produtos biotecnoldgicos como proteinas recombinantes necessarias para
a industria, pesquisa e area da saude, produzidas de forma segura e eficiente (KHAN et al.,
2016; FENG, 2020; BAJAJ et al., 2020; AKRAM et al., 2020).

Varios sistemas hospedeiros podem ser usados para produzir proteinas recombinantes
e estes incluem bactérias, leveduras, fungos multicelulares, células de mamiferos, plantas e
insetos (DEMAIN et al., 2009). O que faz com que a producdo recombinante em
microrganismos de facil manipulacdo e economicamente viadveis se difunda cada vez mais
(MUYLDERMANS, 2013; DE MEYER et al., 2014).

Dentre estes hospedeiros, Bacillus subtilis, uma bactéria Gram-positiva classificada
como um organismo GRAS (generally recognized as safe), pela FDA (Food and Drug
Administration) vem ganhando um progressivo interesse para a producdo de proteinas
recombinantes (BARAK et al., 2019; LIU et al., 2019). Esta bactéria cresce bem em fontes de
carbono baratas e simples, tem um metabolismo enddgeno distinto, arcabouco gendmico e
fisiolégico bem caracterizados (GU et al., 2018). E a espécie mais estudada no género
Bacillus e o seu emprego como uma plataforma tecnoldgica é inerente a gama de estratégias
desenvolvidas no ramo da Engenharia Genetica, tornando-se um atraente hospederio para
produzir proteinas de interesse terapéutico, como os VHHs de camelideos (HANIF et al.,
2017; KOVACS, 2019).

Os VHHs sdo fragmentos de anticorpos que pertencem a uma classe de proteinas IgG
derivadas de animais da familia camelidae que tem a capacidade de reconhecimento a
antigenos (HAMERS-CASTERMAN et al., 1993). Essa molécula possui uma faixa de
tamanho nanométrico (2,5 a 4nm) com uma massa molecular entre 11-15 KDa (HOLLIGER
et al., 2005; MITCHELL; COLWELL, 2018; MORADI et al., 2020). Algumas caracteristicas
dos VHHs sdo a baixa imunogenicidade, melhor estabilidade em termos de resisténcia
térmica, possui resisténcia proteolitica e apresenta alta solubilidade (KUNS et al., 2018;
SIONTOROU, 2013).

Os VHHs surgiram como uma alternativa aos anticorpos convencionais e detém
grande potencial nos campos da imunologia, biotecnologia, diagnéstico e medicamentos

terapéuticos (BANNAS et al., 2017). Podem ser facilmente expressos em diversos sistemas


https://www.thelancet.com/journals/ebiom/article/PIIS2352-3964(16)30171-2/fulltext#bb0190
https://www.thelancet.com/journals/ebiom/article/PIIS2352-3964(16)30171-2/fulltext
https://www.thelancet.com/journals/ebiom/article/PIIS2352-3964(16)30171-2/fulltext
https://www.thelancet.com/journals/ebiom/article/PIIS2352-3964(16)30171-2/fulltext
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de expressdo como Escherichia coli, o hospedeiro mais predominante para a producgéo de
VHHs, além de hospedeiros eucaridticos como, por exemplo, Saccharomyces
cerevisiae e Pichia pastoris (LIU; HUANG, 2018).

As principais aplicacbes dos VHHS contemplam ainda pesquisas sobre biologia
estrutural, sdo candidatos para tratar diferentes doencas, como 0 cancer, terapia de pacientes
acometidos por acidente vascular encefalico (AVE) e podem auxiliar na terapia antiveneno no
combate aos efeitos ocasionados por picadas de serpentes em acidentes ofidicos (OLIVEIRA
et al., 2013; KIJANKA et al., 2015; JANK et al., 2019; SALVADOR et al., 2019).

Os acidentes ofidicos foram classificados pela organizacdo mundial da saide (OMS)
como um problema de saude publica que acometem principalmente as populagdes mais
vulneraveis (GUTIERREZ et al., 2017). Estima-se que ocorram uma média de 5 milhdes de
casos de acidentes ofidicos a cada ano em todo 0 mundo, 29 mil casos por ano sao notificados
no Brasil (BRASIL, 2019). E em relagéo a 2019, foram registrados 2276 casos somente no
Estado do Amazonas (MAIA et al., 2021). O diagnostico em casos de acidentes ofidicos pode
ser convenientemente feito por métodos clinicos e laboratoriais seguido de aplicacdo de soro
antiofidico monovalente ou polivalente (THEAKSTON; LAING, 2014). No entanto,
combater ou neutralizar as toxinas dos venenos ainda é um desafio enfrentado para melhorar o
diagnostico e tratamento no apoio as vitimas (KNUDSEN et al., 2021).

Portanto, visando superar os problemas de expressao insoltvel e buscando facilitar o
processo de purificacdo a partir da utilizacdo de um microrganismo GRAS. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar o uso da linhagem B. subtilis KO7 para a expressdo de um
VHH anti-fosfolipase capaz de reconhecer proteinas nativas presentes no veneno de Bothrops

jararacussu.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/saccharomyces-cerevisiae
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/saccharomyces-cerevisiae
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/komagataella-pastoris
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1.1 Anticorpos Convencionais

Os anticorpos convencionais também chamados de imunoglobulinas (Ig) sdo uma
classe de glicoproteinas produzidas pelos linfocitos B presentes no soro de vertebrados e
fluidos teciduais, possuem alta afinidade e especificidade a diferentes antigenos e atuam na
defesa do organismo frente a patogenos (WESOLOWSKI et al., 2009).

Do ponto de vista estrutural, consistem em quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas
cadeias leves e duas cadeias pesadas mais longas, cada cadeia leve dobra para formar dois
dominios, uma variavel (VL) e uma constante (CL), e cada cadeia pesada dobra para formar
quatro ou mais dominios, uma variavel (VH) e trés ou mais dominios constantes (CH1, CH2 e
CH3). Os dominios VL e CL1 de uma cadeia leve associam-se aos dominios de uma cadeia
pesada para formar um fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab), regides efetoras de funcdes de
citotoxidade (GHETIE et al., 1996). Dois Fab’s formam os bragos da estrutura em forma de Y

do anticorpo (Figura 1).

Figura 1- Modelo estrutural de um anticorpo convencional. A regido Fab é composta pela interagdo entre os
dominios variavel e CH1 das cadeias pesada e leve. A cadeia leve é colorida em verde com a regido variavel
colorida em verde brilhante. A cadeia pesada é de cor marrom com a regido variavel correspondente colorida de
laranja.

Fonte: Chiu e Gilliland (2016).
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Os dominios constantes restantes em cada cadeia pesada (CH2 e CH3) se associam
para formar a haste em formato de “Y” e sdo conhecidos coletivamente como
o fragmento cristalizavel ou constante (Fc) (DUNBAR et al., 2014). Além destas regides,
existem quatro regides estruturais (FRs) que formam o ndcleo do dominio das
imunoglobulinas, e trés regides hipervaridveis (CDR1, CDR2 e CDR3), as regides
determinantes da complementaridade (CDR) que participam do reconhecimento de antigenos
(MUYLDERMANS et al., 2001).

Em humanos, cinco tipos de anticorpos sdo distinguidos, 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE,
estas moléculas diferem quanto a funcgéo, sequéncia de aminoacidos na por¢do C-terminal das
cadeias pesadas, cargas elétricas e peso molecular (DE TAEYE et al., 2019). Todos estes
isétipos de imunoglobulina tém sua prépria biodistribuicdo, funcdo e muitas vezes séo
desencadeados por gatilhos especificos (DE TAEYE et al., 2019).

1.2 Anticorpos de cadeia pesada de camelideos (HCADs)

Os estudos pioneiros realizados por Ungar-Waroni e colaboradores em 1987
demonstraram a existéncia de 1gGs incomuns verificados apds o isolamento de proteinas do
soro de dromedéarios (camelos de uma corcunda), porém estas caracteristicas s6 foram
detalhadas a partir do trabalho do grupo de Hamers em Bruxelas (SMOLAREK et al., 2012).

Hamers-Casterman et al. (1993) observaram que além da Imunoglobulina G
convencional (1gG1), o soro da espécie Camelus dromedarius apresentava um subconjunto de
imunoglobulinas do tipo 1gG funcionais (IgG2 e 1gG3), desprovidas de cadeias leves e
dominios CH1, com um Unico dominio de ligacdo ao antigeno que foi denominado VHH
(HAMERS-CASTERMAN et al., 1993) (Figura 2).

Além dos camelideos, alguns peixes cartilaginosos (tubar@es, raias e ratfish) também
produzem um receptor de antigeno desprovido de cadeias leves com estrutura e caracteristica
que se assemelham aos anticorpos de cadeia pesada (GREENCERG et al., 1995; FLAJNIK et
al., 2011; DIAZ et al., 1998). Todavia, a maioria das pesquisas foi realizada em camelideos
em razdo de sua facilidade de manuseio e imunizagdo (MUY LDERMANS, 2013).

Existem hipoteses quanto a real origem e evolucdo destas moléculas, algumas destas
sustentam que os anticorpos de cadeia pesada teriam surgido por convergéncia evolutiva pelo
menos quatro vezes na evolugcdo dos vertebrados (FLAJNIK et al., 2011). Estudos
filogenéticos indicam que seriam aparentemente o resultado de alteracGes adaptativas

relativamente recentes que ocorreram no compartimento dos anticorpos convencionais e seu
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estabelecimento biolégico é uma consequéncia de vérias mutacOes e delegdes na linha
germinativa destas espécies (NGUYEN et al., 2001).

C)

\,
e ®

Nanocorpo
cH3 _B3-_cH2 I3 E

1gG3

Figura 2-Representacdo esquematica de anticorpos de ocorréncia natural no soro de camelideos. A): Anticorpos
convencionais (IgG1). B): 19gG2 e 1gG3 que compreendem apenas cadeias H, onde cada cadeia H contém
dominios VHH, dobradica, CH2 e CH3. A dobradica de 1gG2 é mais longa que 1gG3. C): O menor fragmento
funcional dos HCAbs, denominado de VHH ou nanocorpo.

Fonte: Adaptado de Muyldermans (2013).

Flajnik et al. (2011) sugerem que a cadeia leve poderia ter sido usada por um virus
como co-receptor para a infeccdo de linfécitos B e essa foi a causa da sua exclusdo, quando o
virus desapareceu, a cadeia leve poderia ser usada novamente, no entanto, ndo foi restaurado
para todos os tipos de 1gGs.

Outra teoria para explicacdo do surgimento de HCADs, se apoia no fato de que as
cadeias leves estdo associadas a amiloidose (doenca caracterizada por acimulo extracelular de
fibrilas de proteinas anormais em Vvarios tecidos e 0rgaos), desta forma, seu desaparecimento
poderia servir como um fator evolutivo positivo (HURLE et al., 1994).

Smolarek et al. (2012) argumentam que a resposta mais provavel para a existéncia
destes anticorpos unicos diz respeito a necessidade (ou vantagem) do sistema imune humoral
adaptativo em desenvolver anticorpos com um dominio V menor, de dominio Unico e ligagédo

a antigeno. Estes poderiam complementar anticorpos candnicos com seus locais de ligacao
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planares ou concavos (SMOLAREK et al., 2012). Visto que fragmentos de ligacdo de
antigeno de tamanho minimo fornecem acesso a epitopos inacessiveis pelos anticorpos
convencionais (KUNZ et al., 2018).

E consenso que a descoberta dos HCAbs abriu novas perspectivas no ambito da
engenharia de anticorpos que se iniciaram desde o primeiro anticorpo monoclonal
desenvolvido pela tecnologia de hibridoma relatado por Kohler e Milstein (1975).
Atualmente, os fragmentos de dominio Unico (VHH) dos anticorpos de cadeia pesada de
camelideos se tornaram moléculas valorizadas, versateis e propicias para a pesquisa terapica e
sdo consideradas ferramentas de Gltima geracdo que seguem sob intensa investigacao
(ROMAO et al., 2016).

1.2.1 Os nanocorpos VHH de camelideos e sua obtencéo

Como visto, a imunidade adaptativa dos camelideos é ainda mais surpreendente dado a
existéncia de uma classe Unica de anticorpos funcionais desprovidos de cadeias leves,
circulando no seu sangue (HAMERS-CASTERMAN et al., 1993). O reconhecimento de
antigenos por estas moléculas ocorrem em virtude de um Unico dominio, originalmente
referido como VHH e mais tarde devidamente designado de “hanocorpo”, referindo-se as suas
dimensGes em escala nanométrica (MUYLDERMANS et al., 2021). No qual a interface VH-
VL hidrofébica € substituida por uma superficie hidrofilica, devido algumas mutacGes
(DESMYTER et al., 1996; SPINELLI et al., 1996; MUYLDERMANS et al., 2001).

Estas moléculas sdo capazes de preservar a afinidade de ligacdo e especificidade do
anticorpo completo original e possuem uma engenharia simples, sendo considerados 0s
menores fragmentos de ligacdo ao antigeno de ocorréncia natural ja conhecidos
(MUYLDERMANS, 2013). Os nanocorpos VHH tém a mesma arquitetura estrutural que
os dominios VH das imunoglobulinas humanas, com quatro regiGes de sequéncia conservada
(regides estruturais - FR1/ 2/3/4) que circundam trés “loops” de ligagdo ao antigeno
hipervariaveis, as regifes determinantes de complementaridade (CDRs) 1, 2 e 3. (INGRAM et
al., 2018; MUYLDERMANS et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3- Estrutura de anticorpos e nanocorpos apenas de cadeia pesada de camelideos e comparacdo da
estrutura de um dominio VHH com um VH convencional. (A): Representacdo esquematica de um anticorpo
apenas de cadeia pesada com a estrutura do dominio VHH (Nc). As regiGes determinantes de
complementaridade (CDRs) sdo marcadas em cores diferentes: CDR1 em amarelo, CDR2 em verde, CDR3 em
azul e as regides estruturais (FR) sdo indicadas em vermelho. (B): As trés regiGes determinantes da
complementaridade (CDRs) sdo indicadas em vermelho, e os nimeros de residuos de aminoacidos que os
delimitam. A cor azul indica os residuos de aminoacidos com os quais a cadeia pesada VHH difere de um VH
classico.

Fonte: Adaptado de Salema e Fernandez (2017); Smolarek (2012).

O VHH (paratopo) é formado principalmente pelos aminoacidos pertencentes aos
CDRs (DE MARCO, 2020). Por conta de o paratopo apresentar um plano convexo e devido
ao seu pequeno tamanho, podem se ligar a epitopos ocultos em pequenas cavidades, como
sitios ativos de enzimas, epitopos conformacionais e até mesmo epitopos lineares (DE
GENST et al., 2006; DESMYTER et al.,, 1996; VAN DEN ABBEELE et al., 2010;
BEGHEIN et al., 2017).

O dominio VHH contém vérias substituicdes de aminoacidos em comparacdo com
anticorpos convencionais, a maioria destas alteracfes esta presente na regido envolvida pelas
interacOes hidrofobicas (KONNING et al., 2017). Val-37, Gli-44, Leu-45 e Trp-47 sdo
geralmente substituidos por Fen-37, Glu-44, Arg-45 e Gli-47 (INGRAM et al., 2018). Tais
substituicdes de aminodcidos foram encontradas em todas as sequéncias conhecidas de
aminoéacidos de anticorpos de cadeia pesada (NGUYEN et al., 2001).

A natureza de dominio Unico dos VHHSs impde regras de engajamento que diferem das
regras convencionais, além de diferencas nos CDRs e na regido-quadro 2 (FR2) (INGRAM et
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al., 2018). Por exemplo, o comprimento médio do CDR3 em VHHSs de dromedarios ¢é de 18
aminoécidos em comparagdo com 14 e 11 residuos em VHs humanos e de camundongos,
respectivamente (MUYLDERMANS et al., 1994). O longo CDR3 de um VHH aumenta a
superficie potencial de interacdo com o antigeno alvo, compensando, em parte, o dominio VL
ausente (WESOLOWSKI et al., 2009; MUYLDERMANS et al., 2013).

Outras diferencas estruturais entre os VHs e um VHH de camelideos ocorre ao nivel
das alcas de ligacdo ao antigeno. CDR1 e CDR2 dos VHHs adotam um nimero maior de
possiveis estruturas de loop que se desviam fundamentalmente das estruturas de al¢ca candnica
definidas para anticorpos convencionais, o que possibilita uma maior diversidade estrutural e
geométrica (DECANNIERE et al., 2000).

Os VHHs séo fracamente imunogénicos para humanos porque compartilham genes
com homologia de alta sequéncia com o0s genes pertencentes as familias humanas
(DESCHACHT et al., 2010; DIAZ et al., 1998). Estes sdo faceis de serem clonados e podem
ser expressos com altos rendimentos utilizando diferentes sistemas de expressao
(HARMSEN; DE HAARD, 2007). Todas estas propriedades bioquimicas e biofisicas dos
VHHs supostamente 0s tornam superiores aos anticorpos convencionais ou demais
fragmentos de anticorpos e os classificam como idealmente adequados para aplicacdes
biotecnoldgicas (BEGHEIN; GETTEMANS, 2017).

A obtencdo dos VHHs requer uma imunizagdo ativa de animais (normalmente 2-3
meses), como camelos, dromedarios, Ihamas ou alpacas (SALVADOR et al., 2019) (Figura
4). Posteriormente, segue-se 0 processo de triagem que consiste no isolamento do mRNA dos
linfocitos periféricos, subsequente amplificacdo da sequéncia codificadora do VHH por PCR
(reacdo de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase). A seguir, ap0s
inclusdo dos sitios de enzimas de restricdo, os diferentes fragmentos sdo inseridos em um
vetor de clonagem fagomideo onde a biblioteca VHH é produzida infectando o sistema de
expressdo de fago e, apds a selecdo do clone mais adequado por meio de ensaios in vitro por
ELISA (do inglés “Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay”), o VHH correspondente é
produzido (SALVADOR et al., 2019).

Sao necessarias algumas rodadas de “Biopanning” para identificar os fagos positivos,
esta etapa consiste na selecdo por afinidade de fagos capazes de interagir com antigenos, por
meio de ligantes expressos em seu capsideo (VERHEESEN; LAEREMANS, 2012). Apods
esta selecdo, a producdo dos VHHSs correspondentes é realizada in vitro por meio de um
sistema de expressao adequado (SALVADOR et al., 2019).
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Vérias bibliotecas de VHHs ndo imunes ou sintéticas podem ser geradas e ndo
requerem a imunizacdo de camelideos (MOUTEL et al., 2016; YAN et al., 2014). O uso de
bibliotecas ndo imunes é uma solucéao viavel devido a falta de imunogenicidade do alvo, além
disso, este € um método que permite que a producdo de VHHSs ocorra a partir de compostos
menos antigénicos (MUYLDERMANS et al., 2021).

J& as bibliotecas sintéticas apresentam um grau de diversidade que pode ser induzido
pela preparacdo ajustavel com base no protocolo executado. 1sso se deve a sua capacidade de
introduzir diferentes aminoacidos nas regibes CDR selecionadas, portanto, esses tipos de
bibliotecas sdo considerados uma alternativa promissora ao método convencional, incluindo a
imunizacédo de animais (SALVADOR et al., 2019).

Como parte de uma eventual caracterizacdo in vitro, a capacidade de ligacdo e a
constante de afinidade dos VHHs pdés-purificacdo pode ser determinada por ELISA
(PEREIRA et al., 2014). Ensaios de inibicdo de atividade biolégica do alvo também podem
ser realizados, e os melhores clones sdo submetidos a testes in vivo que objetivam, por
exemplo, avaliar a capacidade protetiva do VHH em modelos experimentais (HMILA et al.,
2010).
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Figura 4-Esquema de producédo de nanocorpo usando uma biblioteca de exibicdo de fago.
Fonte: Adaptado de Salvador et al. (2019).
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1.2.2 Aplicag0es gerais dos nanocorpos VHH

A soma de todas as caracteristicas dos nanocorpos que incluem um tamanho pequeno,
alta solubilidade, estabilidade, especificidade, facilidade de clonagem e resisténcia térmica e
quimica, bem como o fato de os nanocorpos VHHs serem considerados ndo imunogénicos,
tornaram os VHHs candidatos atrativos nas pesquisas em diagndsticos e terapias
(MUYLDERMANS, 2013; DE MEYER et al., 2014) .

No estudo de Bekesi et al. (2018), os autores utilizaram nanocorpos como ferramenta
no auxilio da caracterizacdo estrutural e funcional de proteinas de sinalizagdo complexas com
multiplos dominios heterogéneos. Foram utilizados nanocorpos especificos contra a proteina
de ligacdo ao CREB (CBP) e p300 que pudessem atingir especificamente suas diferentes
regibes e para serem usados para marcacdo, rotulagem e estabilizacdo estrutural destes
complexos. O que forneceu uma nova abordagem de mecanismos no estudo de proteinas
altamente dindmicas (BEKESI et al., 2018).

Ha relatos do uso de VHHs em estudos de co-cristalizacdo visando melhorar
significativamente o comportamento da cristalizacdo (SCHUMACHER et al., 2018). Estas
praticas sdo pertinentes, ja que a producdo de cristais de proteinas de alta qualidade em
pesquisas de cristalografia por raios X sdo tidas como desafiadoras e impulsionam cada vez
mais o0 aprimoramento das técnicas em estudos de nanocorpos utilizados como sondas de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para a purificacdo de proteinas (DE GENST et al.,
2013).

VHHs como agentes marcadores também tém sido utilizados em microscopia confocal
e de super resolucdo (VIRANT et al.,, 2018; BEGHEIN; GETTEMANS, 2017). Em uma
abordagem semelhante, Cai et al. (2019) desenvolveram wuma tecnologia de
imunomarcacao baseada em nanocorpos VHHs que permitiu obter imagens e quantificar
detalhes subcelulares através de ossos, pele e tecidos altamente auto fluorescentes de
camundongos, onde foi possivel visualizar projecdes neuronais em animais adultos.

Um dos novos tratamentos promissores que podem superar as desvantagens das
terapias baseadas em anticorpos monoclonais € o emprego de nanocorpos direcionados a
tumores (KIJANKA et al., 2015). O estudo imunoterapico realizado por Deken et al. (2020)
demonstrou o uso do conjugado PDT de nanocorpo-fotossensibilizador (PS), onde apenas em
uma Unica sessdo de tratamento atraves de terapia fotodindmica, observou-se a inducéo
seletiva da regressdo tumoral de forma significativa de tumores com superexpressdo de

HER?2, receptor expresso em pacientes com cancer de mama e que resulta em uma doenca
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mais agressiva. Esse método se mostrou um potente tratamento alternativo para o cancer de
mama HER2 + (DEKEN et al., 2020).

Desde sua descoberta, os nanocorpos VHHs provaram ser de grande interesse na
terapéutica contra doencas humanas e patdgenos, incluindo virus (HEMMER et al., 2018).
Como exemplos pertinentes, destacam-se pesquisas de HIV, onde no estudo de J&hnichen et
al. (2010) foi observado que os nanocorpos 238D2 e 238D4 se ligavam ao CXCR4 celular
(receptor de quimiocina CXC tipo 4 ou CD184) e neutralizaram as cepas X4 de HIV-1
bloqueando este co-receptor (JAHNICHEN et al., 2010). Além disso, um nanocorpo anti-p24
foi empregado como um detector do antigeno p24 Gag na concepcdo de testes diagnosticos
miniaturizados de infeccdo por HIV-1 (TURBE et al., 2017).

Nanocorpos VHHSs neutralizantes de virus foram desenvolvidos para varias familias de
virus animais e humanos, além do HIV-1. Estes incluem o rotavirus (VAN DER VAART et
al., 2006), virus influenza A (HULTBERG et al., 2011; HUFTON et al.,2014), virus sincicial
respiratorio (HULTBERG et al., 2011), norovirus (KOROMYSLOVA et al., 2017) e virus da
raiva (HULTBERG et al., 2011). Em modelos murinos, 0s hanocorpos previnem a doenca da
influenza H5N1 (IBANEZ etal., 2011) e infeccéo por rotavirus neonatal.

Para obter um nanocorpo eficaz contra o virus SARS-CoV-2, Hanke et al. (2020)
usaram a imunizacdo da lhama contra a proteina spike conjugada com FC SARS-CoV-2 e
isolaram 0s nanocorpos usando a técnica de exibicdo de fago. Depois de realizar as duas
rodadas de panning, o nanocorpo Tyl demonstrou ter uma ligacdo potente com a proteina
spike. O teste de neutralizacdo de virus mostrou que este nanocorpo neutralizou o SARS-
CoV-2 a um ICso de 0,77 ug/mL (54 nM) (HANKE et al., 2020). Estes resultados vém
demonstrando que 0s nanocorpos surgem como potenciais ferramentas para derrotar
pandemias de doencas infecciosas (CHI et al., 2020).

Diversos estudos vém investigando a utilidade dos nanocorpos VHHs como agentes de
direcionamento para a entrega de drogas terapéuticas (GLASSMAN et al., 2020). Os
nanocorpos podem ser usados para abordagens terapéuticas de varias maneiras e uma delas é
a conjugacdo de um nanocorpo com proteinas para aumentar a meia-vida da droga e diminuir
sua toxicidade (JOVCEVSKA; MUYLDERMANS, 2020; KIJANKA et al., 2015). Roovers et
al. (2007) conjugaram dois nanocorpos com a albumina gerando o anti-EGFR contra o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), superexpresso em muitos tumores. Os
resultados revelaram que meia-vida da droga foi aumentada de 1 para 44 horas e foi retardado

o crescimento do tumor EGFR em modelos animais.
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Existem nanocorpos VHHs conjugados utilizados em processos inflamatérios, como o
anti-TNFa, no qual a eficacia da droga foi aumentada e a gravidade da doenca foi aliviada
significativamente. Estes estudos se mostraram valiosos uma vez que o fator de necrose
tumoral humano (TNFa) ¢ um mediador substancial da resposta inflamatéria e a busca por
medicamentos para reduzir inflamacGes séo constantes (KARAMI et al., 2020).

Recentemente, intensificaram os estudos que apontam 0s nanocorpos VHHs como
potenciais novos agentes tromboliticos como alternativas para o tratamento de isquemia
cerebral aguda e podem ser empregados como moduladores de processos inflamatdrios
estéreis p6s-AVE (JANK et al., 2019). O Caplacizumab® um nanocorpo dirigido contra o
Fator de von Willebrand (VWF), foi aprovado para o uso contra purpura trombocitopénica
trombotica adquirida (aTTP) (PEYVAND et al., 2017). O Caplacizumab inibe a interacdo do
VWEF com os receptores da glicoproteina Iba (GPIba) plaquetaria ao se ligar ao dominio A1l
do VWF. O tratamento com estes nanocorpos reduzem a adesdo das plaquetas aos vasos
danificados e o crescimento do trombo sem aumentar o risco de hemorragia intracerebral
(DUGGAN, 2014).

1.2.3 Aplicagdes dos nanocorpos VHH contra toxinas de serpentes

Em casos de envenenamento por serpentes de importancia médica, de maneira geral,
observa-se uma patologia local e sisttmica grave, no qual exige a administracdo intravenosa
de um antiveneno, preparado a partir de IgG de cavalos ou ovelhas imunizados com o veneno
(LALLOO; THEAKSTON, 2003). Embora este seja o tratamento convencional, ja existem
inimeras pesquisas focadas para desenvolver tratamentos alternativos eficazes e vantajosos
baseados em produtos inovadores de acordo com a especificidade das toxinas presentes no
veneno e da espécie da serpente em questdo (HARRISON et al., 2006).

Neste sentido, ao longo dos anos foram desenvolvidos multiplos nanocorpos VHH
para neutralizar varios venenos e toxinas (STEWART et al., 2007; HMILA et al., 2010;
GOLDMAN et al., 2009; HMILA et al., 2010). No estudo realizado por Prado et al. (2016)
uma Lama glama foi imunizada com 100 pg de toxinas BthTX I e BthTX II de B.
jararacussu. Apds o ensaio de ELISA foi possivel observar uma resposta imune satisfatoria
para ambas as toxinas e o western-blotting revelou que os nanocorpos gerados eram capazes
de reconhecer um epitopo em ambas as toxinas (PRADO et al., 2016).

No trabalho de Luiz et al. (2018), quatro nanocorpos capazes de interagir com a
sequéncia de CB que compdem a crotoxina (CTX) do veneno de Crotalus durissus terrificus
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foram selecionados usando Phage Display. Apos serem expressos em E. coli mostraram
termoestabilidade, inibiram a atividade de CTX in vitro, a citotoxicidade e a miotoxicidade
induzida por CTX in vivo (LUIZ et al., 2018).

Bailon Calderon et al. (2020) desenvolveram um conjunto de nanocorpos contra
oscomponentes hemorragicos e miotoxicos do veneno de Bothrops atrox. Ensaios in
vivo demostraram que cinco nanocorpos inibiram a atividade hemorrégica das proteinas, trés
neutralizaram a atividade hemorragica, enquanto quatro nanocorpos inibiram a proteina
miotdxica. Mostrando o potencial uso de nanocorpos como agentes terapéuticos inovadores
contra 0 envenenamento pelo viperideo B. atrox (BAILON CALDERON et al., 2020).

1.2.4 Sistemas de expressado de nanocorpos VHH recombinantes

Diversos estudos utilizaram Escherichia coli como hospedeiro para produzir VHHs
(GOPAL, 2013; HAYAT et al., 2018; ROSANO et al., 2019). Ta et al. (2015) produziram
nanocorpos modificados com uma funcdo alcino em seu C-terminal, capaz de se aderir a
molécula VCAML1 que desempenha um papel importante no recrutamento de leucécitos para
o endotélio. Neste estudo, foi observado a expressao citoplasmatica da proteina, o que levou a
um rendimento de (até 22 mg/L de cultura) e capacidade de ligacdo ao VCAML.

Li et al. (2019) expressaram nanocorpos que se ligavam a microglobulina (B2MG)
identificada como a principal composicdo das fibrilas que causam amiloidose. Dentre as
linhagens de E. coli utilizadas, o rendimento final de VHHSs sollveis por litro de cultura foi de
47,5 a52,5 mg (Shuffle T7) e 54,5-57,0 mg (Rosetta-gami B (DE3) pLysS), respectivamente.

A maior parte de sua producdo é restrita as células hospedeiras que contém o
periplasma o que exige que as células sejam destruidas para extrair o conteddo. Uma grande
quantidade de nanocorpos ainda é expressa apenas em niveis muito baixos devido a
insuficiéncia de chaperonas no periplasma (LIU; HUANG, 2018). Devido as desvantagens da
expressao periplasmatica, a expressao citoplasmatica parece ser 0 Unico modo de expressdo
para determinados tipos de proteinas (BILLEN et al., 2017). Porém, a maioria dos nanocorpos
obtidos a partir da reducé@o da expresséo citoplasmatica sdo agregagdes ndo funcionais e a sua
recuperacdo a partir desses corpos de inclusdo por desnaturagdo completa e redobramento
muitas vezes néo é eficiente (LIU; HUANG, 2018).

Além disso, E. coli contém endotoxinas, que podem causar mdultiplos efeitos

indesejaveis em humanos e, portanto, extratos de E. coli requerem a remocdo completa de
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endotoxinas no desenvolvimento de nanocorpos produzidos neste organismo como produtos
bioldgicos terapéuticos (PETSCH; ANSPACH, 2000).

Outros sistemas de expressao utilizaram o hospedeiro Pichia pastoris como biofabrica
eucaridtica e alternativa para a producao de nanocorpos recombinantes (DE MARCO et al.,
2015; CHEN et al., 2019). Gai et al. (2020) expressaram um nanocorpo especifico contra
SARS-CoV-2 produzido em Pichia pastoris, e o rendimento da proteina-alvo no sobrenadante
da fermentacdo chegou a atingir 20 g/L (GAI et al., 2020). No geral, o Nc11-59 foi
considerada uma molécula profilatica e terapéutica promissora contra COVID-19,
especialmente por meio de administragéo por inalagéo.

No estudo de Baghbanet al. (2016) foi expresso e purificado o nanocorpo contra uma
neurotoxina botulinica de Clostridium botulinumde em P. pastoris. O rendimento final do
nanocorpo expresso foi estimado em 16 mg/L. Além disso, no ensaio in vivo apds a injecao
dos nanocorpos em modelo murinho, 0 nanocorpo estendeu a sobrevivéncia dos camundongos
para 1,5 vezes em comparacdo com o controle. Indicando alta qualidade da proteina expressa
nesta levedura.

Também ha relatos da producdo eficiente de nanocorpos contra a atividade
de Helicobacter pylori em Pichia pastoris. Pourasadi et al. (2017) verificaram em seu estudo
que o rendimento do nanocorpo expresso em P. pastoris foi estimado em 5 mg/L em
comparagdo com 2 mg/L expresso por E. coli. O nanocorpo foi purificado e a afinidade de
ligacdo ao antigeno foi avaliada usando ELISA. O nanocorpo expresso na levedura detectou
especificamente o antigeno UreC e inibiu a atividade com alta eficiéncia.

Embora a demonstracdo de viabilidade, esses esfor¢os nédo tiveram sucesso em
convencer a comunidade cientifica sobre a vantagem de usar tal organismo (DE MARCO,
2020). Os nanocorpos expressos em P. pastoris Mut® apresentaram substituicdes de residuos
de metionina devido a incorporacao errdnea de O-metil-L-homoserina, também chamada de
metoxina. A metoxina é provavelmente sintetizada pela acdo enziméatica do O-acetil
homosserina sulfidrilase, e foi ainda confirmado que os nanocorpos produzidos nas cepas
selvagens ndo continham variantes de metoxina.

Segundo Schotte et al. (2016), a incorporacdo de metoxina em proteinas
recombinantes é provavel de ocorrer quando um excesso de metanol estd presente durante a
fermentacdo, mas pode ser evitado quando o protocolo de taxa de alimentacdo de metanol é
cuidadosamente projetado. Além do exposto, existem trabalhos recentes em que os VHHSs
produzidos em P. pastoris mostraram menor eficiéncia de ligacdo ao antigeno (LIU;
HUANG, 2018).
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Em se tratando de Saccharomyces cerevisiae, este organismo foi a primeira levedura a
ser fermentada por humanos e também tem sido utilizada para produzir nanocorpos
(GORLANIet al., 2012; THOMASSEN et al., 2005). Diversos estudos obtiveram bons
rendimentos na producdo destas proteinas em frascos de agitacdo (THOMASSEN et al.,
2002). No entanto, problemas de N-glicosilagdo ocorreram nestes sistemas (SAGT et al.,
2000; VAN DER VAART et al., 2006).

Provavelmente devido ao fato de que a utilizacdo de leveduras para expressdo
heter6loga resulta na liberacdo de proteinas N-glicosilados para o meio de cultura (LIU;
HUANG, 2018). No entanto, no caso dos nanocorpos, a maioria ndo contém locais de N-
glicosilagdo devido a falta do dominio Fc (LIU; HUANG, 2018), sendo assim, os efeitos de
uma N-glicosilacdo ocasional nestes produtos pode diminuir a capacidadede ligacdo ao
antigeno em alguns casos, 0 que exige detalhadas investigac6es futuras para reduzir a chance
de imunogenicidade indesejada na expressdo utilizando este hospedeiro (EZZINE et al.,
2012 ; VAN DER VAART et al., 2006 ).

Recentemente, Yang et al. (2020) apresentaram um novo sistema de expressdo
utilizando a bactéria formadora de esporos Bacillus subtilis para secretar nanocorpos VHHs
de camelideos. Neste estudo, os nanocorpos continham um dominio de ligacdo de celulose
para o seu armazenamento de longo prazo e foi usado o fluido sobrenadante das bactérias para
realizar a deteccdo das proteinas nas superficies das células. Ao final, os rendimentos de
nanocorpos foram estimados em 15 a 20 mg por litro de cultura bacteriana (YANG et al.,
2020). Este trabalho foi o primeiro estudo que utilizou uma linhagem de B. subtilis para

produzir nanocorpos de camelideos até o presente momento.

1.3 Bacillus subtilis e suas aplicacdes

Quanto a sua taxonomia e classificacdo, a espécie Bacillus subtilis pertence ao Reino
Bacteria, Filo Firmicutes, Ordem Bacillales, Familia Bacillaceae e ao Género Bacillus
(KOVACS, 2019). E uma bactéria Gram-positiva aerébia que pode ser isolada de varios
ambientes, do solo aos habitats marinhos, conhecida por ser formadora de esporos e por seu
intenso uso em estudos biotecnoldgicos, consolidado ao longo de vérias décadas,
principalmente devido a uma série de caracteristicas apreciaveis do ponto de vista
experimental (ERRINGTON, 2003).

Ja sdo conhecidas uma gama de aplicagdes que utilizam esta bactéria, como por
exemplo, estudos no ramo da engenharia genética. Os sistemas de manipulagdo genética mais

comumente usados para B. subtilis incluem sistemas de recombinacéo sitio-especifica (SSR) e


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-017-8644-3#ref-CR92
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-017-8644-3#ref-CR82
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-017-8644-3#ref-CR96
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-017-8644-3#ref-CR21
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-017-8644-3#ref-CR96
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o sistema CRISPR-Cas9 (YAN et al., 2008; ALTENCUCHNER et al., 2016). A aplicagéo
industrial de B. subtilis desenvolveu-se rapidamente nos Gltimos anos tornando-o a principal
fabrica para muitos produtos industriais incluindo muitas enzimas como amilases, Xilanases,
liqguenase e celulases (VAN DIJL; HECKER, 2013). Ja foi constatado que B. subtilis pode
também ser usado para produzir vitaminas como a riboflavina (RF), amplamente utilizada por
seus efeitos antioxidantes (SUWANNASOM et al., 2020).

Na agricultura, estudos tém mostrado que ao adicionar uma quantidade adequada de B.
subtilis pode-se melhorar significativamente o conteddo de humus e carbono do composto,
melhorando assim a qualidade do solo e promovendo o crescimento da cultura (DUAN et al.,
2020). Devido ao seu status GRAS, as proteases de B. subtilis podem ser usadas em varias
aplicacdes alimentares, como preparacdo de hidrolisado de soja, amaciamento de carne,
preparacdo de hidrolisado de caseina, coagulacdo do leite e tratamento de residuos alimentares
(PATEL et al., 2019).

Ademais, B. subtilis pode formar biofilmes complexos, que podem ser usados como
materiais biologicos vivos para a producdo de muitos biomateriais funcionais, como fatores de
crescimento de superficie, antibioticos, lisozima e peptideos antimicrobianos para materiais
médicos (SU et al., 2020a). Além disso, ainda pode ser usado como uma plataforma para a
preparacdo de vacinas ou um aditivo para racdes na agricultura (CHEN et al., 2017). As
principais aplicagdes e uso de B.subtilis estéo ilustradas na figura 5.
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Figura 5-Aplicacdes de B. subtilis. Esta bactéria pode ser amplamente utilizada na engenharia genética para
produzir varias enzimas industriais, como a-amilase, xilanase, liquenase, lipase, celulase ou pectinase. Ele
também pode ser usado para produzir varios produtos quimicos, como riboflavina, menaquinona-7, inositol ou
N-acetilglucosamina. Na agricultura, pode ser usado como aditivo alimentar. Biofilmes de B. subtilis podem ser
usados como biomaterial na impressdo 3D. E na medicina, B. subtilis pode ser usado para produzir vacinas.
Fonte: Adaptado de Su et al. (2020).

1.3.1 Expressao heterdloga em Bacillus subtilis

Dentre as espécies do género Bacillus, B. subtilis é o organismo mais bem
compreendido em termos bioquimicos, fisiologicos genéticos e metabdlicos (ERRINGTON,
2003), gracas a disponibilidade inicial da sequéncia do seu genoma que aumentou nossa
compreensdo sobre os processos celulares fundamentais e resultou em uma oportunidade de
utilizar esta bactéria em ambientes de pesquisas variados (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009). O
B. subtilis isolado 168 € uma das cepas mais utilizadas em estudos, sendo suas linhagens
derivadas de microrganismos nao-patogénicos, ou seja, livres de exotoxinas e endotoxinas,
sendo assim, ndo oferecem riscos a satde humana e nem ao meio ambiente (LIU et al., 2014;
SCHALLMEY et al., 2004).

E notavel que B. subtilis tem uma forte capacidade de expressio génica e secre¢io de
proteinas, o que levou a sua vasta utilizacdo na producdo de proteinas heterélogas de alto
valor. Este conta com sistemas de expressdo munidos com promotores naturais e construidos
artificialmente, bem como diversos plasmideos como, por exemplo, o vetor de expressdo
pHT43, ao qual apresenta o forte promotor Pgraci00 que € derivado do operon groE de B.

subtilis. Este promotor conta com elementos reguladores aprimorados e 0 mesmo é fundido ao
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operador lac permitindo sua inducdo pelo reagente IPTG (HANIF et al., 2017; MU et al.,
2018; YANG et al., 2020). As principais vias de secrecdo de B. subtilis consistem no sistema
de transporte dependente de Sec e o sistema de translocacdo Twin-arginina (TAT). Estes
compreendem a maquinaria secretora primaria capaz de secretar seletivamente proteinas
nativas e heter6logas (CASPERS et al., 2010; CHEN et al., 2015; LIU et al,. 2014 ).

Logo, B. subtilis é uma importante alternativa para a expressdo de genes heter6logos,
sendo considerada uma plataforma notavel, por conta de sua capacidade natural e eficiéncia
de secrecdo, pois a producdo de proteinas recombinantes neste organismo é menos onerosa e
mais rapida (CAVALCANTE, 2013). Uma revisdo detalhada sobre as principais estratégias
utilizadas de engenharia genética, bem como as proteinas ja expressas neste hospedeiro,
podem ser melhor apreciadas no artigo de revisdo publicado por este autor, o qual

corresponde ao capitulo | desta dissertacao.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-018-2531-7#ref-CR17
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-018-2531-7#ref-CR77

II. Objetivos
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Geral:
e Produzir VHH anti-fosfolipase em Bacillus subtilis KO7 e avaliar sua expressédo e

funcionalidade.

Especificos:
1- Realizar um levantamento bibliografico sobre o uso de Bacillus subtilis como

plataforma de expressao de proteinas de interesse biotecnélogico;

N
1

Transformar Bacillus subtilis KO7 utilizando o plasmideo pHEN1;

Induzir e avaliar a expressao da proteina utilizando diferentes indutores;

w
1

Avaliar o reconhecimento do fragmento de anticorpo VHH frente as proteinas nativas.

EN
1
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Neste capitulo apresentamos um artigo publicado pelo nosso grupo de pesquisa no ano
de 2021, o mesmo encontra-se traduzido para o portugués e correspondente ao primeiro
objetivo especifico desta dissertacdo. Trata-se de uma revisao detalhada sobre os principais e
0S mais recentes avangos no que diz respeito ao desenvolvimento de sistemas de expressao e
proteinas ja expressas utilizando o hospedeiro Bacillus subtilis. Buscamos elucidar a
importéncia de todo o conhecimento genético, fisioldgico e bioguimico adquirido a cerca
desta bactéria e dos mecanismos decisivos para a consolidacdo e compreensdo do seu
potencial de uso na inddstria e na pesquisa. Posteriormente elencamos as principais
caracteristicas e estratégias de engenharia genética ja desenvolvidas para a melhoria da
expressdo e criagcdo de novos sistemas de expressao. Com base nos trabalhos consultados,
demonstramos que Bacillus subtilis € um hospedeiro amplamente utilizado com uma gama de
moléculas ja produzidas, robusto e promissor para a producdo segura e eficiente das mais

variadas proteinas de interesse biotecnologico.

Informacoes sobre o artigo

Titulo em inglés: The multifunctionality of expression systems in Bacillus subtilis: Emerging
devices for the production of recombinant proteins.

Situacédo: Publicado segundo as normas da revista

Ano: 2021

Revista: Experimental Biology and Medicine; ISSN: 1535-3699

Fator de impacto: 4.088

DOI: 10.1177/15353702211030189.
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Multifuncionalidade dos sistemas de expressdo em Bacillus subtilis: dispositivos
emergentes para a producao de proteinas recombinantes

Titulo abreviado: Secre¢édo de proteinas recombinantes em Bacillus subtilis

Caio Coutinho de Souzal, Jander Matos Guimaraes?, Soraya dos Santos Pereira®®, Luis André
Morais Maritbal*>’

Programa de Po6s-Graduagdo em Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas -
UFAM, Manaus, AM, 69067-005, Brazil.

2Centro Multiusuario de Analise de Fendmenos Biomédicos (CMABIo) da Universidade do
Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, 69065-00, Brazil.

3Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) Unidade de Ronddnia, Porto Velho-RO,76812-245,
Brazil.

*Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD), Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Manaus,
AM, 69057-070, Brazil.

°Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular, Instituto Oswaldo Cruz, 10C,
Rio de Janeiro, 21040-360, Brazil.

®Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Experimental, Fundagdo Universidade Federal de
Rondo6nia-PGBIOEXP/UNIR, Porto Velho-RO, 76801-974, Brazil.

"Programa de Pés-Graduacdo em Imunologia Basica e Aplicada, Instituto de Ciéncias
Biologicas, Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus, AM, 69067-00, Brazil.

Resumo

Bacillus subtilis € um hospedeiro de sucesso para a producdo de proteinas recombinantes. Seu
status GRAS (Generally Recognized As Safe) e sua notavel capacidade inata de absorver e
incorporar DNA ex6geno em seu genoma fazem deste organismo uma plataforma ideal para a
expressao heteréloga de substancias bioativas. Os fatores que corroboram seu valor podem ser
atribuidos ao conhecimento cientifico obtido a partir de décadas de estudo sobre sua biologia
gue tem fomentado o desenvolvimento de diversas estratégias de engenharia genética, como o
uso de diferentes plasmideos, engenharia de promotores constitutivos ou duplos, indutores
quimicos, sistemas de expressdo autoinduziveis com ou sem um sistema de secre¢do que
utiliza um peptideo de sinal, e assim por diante. Ferramentas que enriguecem o arsenal
tecnoldgico desta plataforma de expressdo melhoram a eficiéncia e reduzem os custos de

producéo de proteinas de importancia biotecnologica. Portanto, esta revisdo visa destacar 0s
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principais avangos envolvendo sistemas de expressdo recombinante desenvolvidos em B.
subtilis, sustentando assim a geracdo de conhecimento e sua aplicacdo em pesquisas futuras.
Foi verificado que esta bactéria € um modelo em constante demanda e os estudos sobre a
expressao de proteinas recombinantes em larga escala estdo aumentando em nimero. Como
tal, representa um poderoso hospedeiro bacteriano para pesquisas académicas e fins

industriais.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, promotores, proteinas recombinantes, sistemas de

expressao, inducado, autoinducéo

Declaracéo de impacto

O uso do Bacillus subtilis para produzir proteinas recombinantes com valor médico,
biotecnoldgico e industrial € uma atividade crescente que apresenta um enorme potencial de
exploragdo. Este hospedeiro vem se destacando e ganhando notoriedade porque oferece
seguranca laboratorial e excelentes rendimentos. Tais elementos estimulam cada vez mais o
desenvolvimento de sistemas de expressdo que utilizam estratégias particulares e néo
convencionais de engenharia genética. Revisamos a ampla disponibilidade e selecdo de varios
promotores eficientes, além do uso de indutores quimicos economicamente viaveis e sistemas
de expressdo autoinduziveis, que sdo cada vez mais procurados hoje em dia por sua
praticidade. Esperamos que este artigo clarifique os sistemas recentes que compdem o arsenal
tecnoldgico disponivel para esta plataforma de expressdo e que podem ser Uteis para varios
grupos de pesquisa como alternativas confidveis para a necessidade mundial de bioativos

produzidos por uma fonte escalavel de producao.

Introducéo

Bacillus subtilis € um hospedeiro bacteriano Gram-positivo qualificado pela Food and
Drug Administration (FDA) como sendo um microorganismo geralmente seguro (GRAS),
livre de exotoxinas e endotoxinas.! A leitura de seus codons é notavelmente diversificada e
contribui para a expressdo de genes heterélogos que ndo dependem de etapas adicionais.? As
aplicacdes do Bacillus subtilis incluem fermentacdo de alimentos, estudos de diviséo celular,
desenvolvimento de biofilmes, producdo de metabdlitos secundérios e também é um

hospedeiro potencial para a producio de vacinas e um veiculo de entrega.34>67
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Além disso, se estabeleceu como um robusto hospedeiro de células e uma plataforma
tecnoldgica eficiente para a expressdo e producdo de proteinas bioativas de alto rendimento,
com o potencial escalonamento em biorreator. O principal desafio na producédo de proteinas
recombinantes em B. subtilis ¢ o de como escolher um sistema de expressdo relevante.®
Diferentes sistemas de expressdo ja& foram desenvolvidos e proteinas de organismos
procarioticos ou eucaridticos foram sintetizadas e purificadas.® A melhor estratégia depende
da proteina a ser expressa, embora sempre com o objetivo de reducdo de custos e eficiéncia na
producdo’® Novas estratégias incluem o uso de promotores constitutivos, promotores duplos,
sintéticos funcionais capazes de dirigir a transcricao, peptideos sinais eficientes e sistemas de
expressdo induziveis e autoinduziveis.!2

Estas caracteristicas melhoradas, juntamente com a crescente demanda por produtos
biotecnologicos, contribuem para o aumento do uso desta bactéria, endossando assim sua
aplicacdo no campo da engenharia genética e metabdlica.®*'* Desde o primeiro relatorio de
superproducdo heterdloga de proteinas recombinantes nesta cepa, a producdo em massa de
uma infinidade de moléculas valiosas tem sido realizada em uma escala relativamente
grande.r®

Reconhecendo a importancia da engenharia metabdlica, da biologia sistematica, da
biologia sintética e da engenharia baseada na evolugdo em B. subtilis, esta revisdo primeiro
resume a importancia do conhecimento técnico e da construcdo de cepas melhoradas
adequadas para a producdo industrial. Em seguida, apresentamos uma visdo geral dos
sistemas de secrecdo de B. subtilis e seu papel crucial na producéo de proteinas heterdlogas.
Finalmente, revisamos a versatilidade da aplicacdo de promotores e outros mediadores de
expressdo como estratégias que visam a eficiéncia da producdo e também avancos recentes na
construcdo de vetores de expressdo sem indutores.

Portanto, esta revisdo abrange 0s mais recentes e principais sistemas de expressao
desenvolvidos em B. subtilis e as estratégias inerentes a multivaléncia desta plataforma de
expressdo e confirma sua ampla capacidade e seu reconhecimento como um importante
hospedeiro na moderna industria biotecnologica. O levantamento bibliografico das
publicacGes indexadas foi realizado utilizando as bases de dados PUBMED, Google Scholar,
e "Periddico Capes". Somente publicacdes em lingua inglesa de 2015 a 2020 foram incluidas.
As palavras-chave utilizadas para a pesquisa foram "Bacillus subtillis"”, "Expression Systems",

"Promoters"”, "Induction”, "Self-induction" e "Recombinant proteins".
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A plataforma de expressao B. subtilis

B. subtilis € constantemente referido como um sistema de referéncia e uma colecéo de
conhecimentos bioquimicos, genéticos e fisioldgicos de bactérias gram-positivas.'® Seu
sequenciamento foi realizado por Kunst e colaboradores em 1997 utilizando a cepa 168 e
envolveu mais de 30 laboratérios em todo o mundo.!” Posteriormente, outros grupos de
pesquisa realizaram um sequenciamento completo do genoma que incluiu critérios que
garantiram a caracterizacio de seus genes e produtos.*®

Centros de preservacgao bacteriana em todo 0 mundo conservaram numerosas cepas de
B. subtilis, incluindo as cepas auxotrdficas 23, 122, 160, 166 e 168, que foram derivadas
originalmente de B. subtilis Marburg.!® A cepa 168 tem sido amplamente utilizada em
pesquisa académica e producdo industrial.?’ Dada a disponibilidade de um nimero crescente
de vetores de clonagem e linhagens hospedeiras mutantes que séo fornecidas pelo Bacillus
Genetic Stock Center (BGSC)?, muitas cepas podem ser transformadas utilizando engenharia
metabolica sistematica para obter cepas mutantes que atendam aos requisitos de producdo.??
Por exemplo, B. subtilis WB600 e B. subtilis WB800 foram construidas a partir de B. subtilis
168, eliminando seis e oito genes de protease, respectivamente.?2® Embora algumas proteases
possam ser de interesse para a industria, sua atividade geralmente limita a eficiéncia geral da
producdo de proteinas heter6logas.?® No entanto, o uso dessas cepas torna-se atraente, pois
resolve parcialmente o problema da protedlise das proteinas alvo secretadas.?

O surgimento de poderosas ferramentas genéticas culminaram no aumento da
popularidade de B.subtilis, principalmente no segmento industrial.?®> E um dos hospedeiros
bacterianos mais frequentemente utilizados para produzir proteinas recombinantes de alto
valor.?® Além disso, houve um aumento sem precedentes no nimero de moléculas produzidas
neste modelo, o que lhe conferiu um papel proeminente na producdo industrial de proteinas
em todo 0 mundo e transformou B. subtilis na espécie mais estudada do género Bacillus.?
Varios exemplos sdo mostrados na Tabela 1.

A producdo de algumas classes de proteinas pode ser dificil, por exemplo, quando se
trata de proteinas com mdaltiplas subunidades ou com um alto peso molecular que enfrenta
problemas relacionados ao transporte através da membrana celular. Isto requer o uso de rotas
de transporte alternativas cujos mecanismos determinantes relacionados a estes tipos de rotas

ndo-classicas ainda s&o limitantes e pouco claros.5>



Tabela 1- Sistemas de expressao utilizando Bacillus subtilis entre os anos de 2015 a 2020.
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Proteina Concentracéo
Promotor Tipo Plasmideo Indutor Hospedeiro recombinante obtida Referéncias
Trealose sintetase 23080.6 £ 11194
Pas Constitutivo pHTO1 Néo B. subtilis WB80ON (TreS) uU/L Liu et al. [2019]¥
Constitutivo pWB980-
Pas mt2938 Nao B. subtilis SCK6 Tripsina (GM2938) 1622.2 U/mL Wang et al. [2019]%
Protease

Pas Constitutivo pUC980-2 Nao B. subtilis WB600 alcalina (sprol) 504 U/mL Zhao et al. [2020]*°

Pas Constitutivo | ,p43nMK Néo B. subtilis WB600 |- asparaginase 374.9 U/ml Feng et al. [2019]%°
Constitutivo .
Pas Pma0911 Nao B. subtilis WB600 Pullulanase 24.5 + 0.3 U/mL Songet al. [2016]
o B. subtilis168 (ATCC | Transglutaminase
Pripail Constitutivo pHT43 N0 33,712) microbiana 63.0 + 0.6 mg/L Mu et al. [2018]%
Pullulanase

Pyin Constitutivo pubcl9 Nao B. subtiis WB600 Organophosphorus N/A N/A Yu et al. [2015]*
Psria Autoinduzivel pBSG03 Glicose B. subtilis168 Aminopeptidase 87.89 U/mL Guan et al. [2015]*
Papre Constitutivo pMAS5 Néo B. sutbilis 1A751 a-Amilase 1,089 U/mL Chen et al. [2015]*

Dual promoter d-Psicose 3-
Phipan-Pa3 constitutive Pub110 Nao B. suthilis 1A751 epimerase N/A He et al. [2016]%
B. subtilis CCTCC M [-ciclodextrina

Prpati-Pamyo Dual promoter pCGTd4 Néo 2,016,536 glicosiltransferase 571.2 U/mL Zhang et al. [2017]*'
Pgrac100 Induzivel pHT100 IPTG B. subtilis1012 B-Galactosidase 37,840 MillerUnits Phan et al. [2015]
Psacs Induzivel pMA0911 Sacarose B. subtilis WB800 Pullulanase 26.5 U/mL Deng et al. [2018]%*



about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

42

DSM13 mannan
endo-1,4-

Phpail Constitutivo PMAS5 IPTG B. subtilis 1A751P7 mannosidase 2207 U/mL Song et al. [2017]%°
Pae Constitutivo pHP13L N&o B. subtilis BNA lipase LipA 287.8Uml * Ma et al. [2018]*
o 1,352 and2,300
Phpall Constitutivo pMAS5 Xilose B. subtilis 1A237 AmyL; AmyS U/mL Chen et al. [2015]*2
Fator de crescimento
. epidérmico humano
Py, Constitutivo pDMT1 N3o B. subtilis PT5 (hEGF) 360 + 9.41 mg/L Su et al. [2020]*
o Acido poli-y- 0.131 C-mol C-
Pueg Constitutivo pJOE-8739 Glicose B. subtilis168 glutamico mol ! Halmschlag et al. [2020]*
P and Piwa | Autoinduzivel pBS3Clux Né&o B. subtilis K07 Riboflavina OD 600 = 0.5 Correa et al. [2020]*°
PamyE-cdd Promotor duplo | pBSHdd2-20 Nao B. subtilis WB800 w | Amidase (Bm-Ami) 10.72 U mg! Kang et al. [2020]%
Pgiv Induzivel pUC57-TOW Maltose B. subtilis WB800 N TOW 256 uM Zhang et al. [2019]*
Pui Constitutivo pBSG03 Nao B. subtilis168 Aspartase (aspA) 13.11 U/mL Han et al. [2017]*®
pBSG24- Aminopeptidase
Pgsia-PHipail Promoto duplo YncM Nao B. subtilis WB600 (AP) 205 U/mL Guan et al. [2016]*°
Ptetr Induzivel pKAMZ218 | Anidotetraciclina B. subtilis 3BNA Neopullulanase 45 U/mg Heravi et al. [2015]®
pUC57A. pU
Pa3"-riboE1 Induzivel C57B Teofilina B. subtilis168 B-glucuronidase 7.5 U/mL Cui et al. [2016]*°
B. subtilis SCK6
Pgrac Constitutivo pHT43 IPTG andWB600 rhBMP2 200 ng/ml Hanif et al. [2017]*
Pgrac Constitutivo pHTO1 IPTG B. subtilis WB800 | Strepll-SUMO-PhoA 10 mg Heinrich et al. [2019]°
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Constitutivo

pHT43 IPTG B. subtilis WB80ON Nanocorpos 15 t020 mg Yang et al. [2020]°?
Pgros Constitutivo p18 IPTG B. subtilis K07 MAK33-VL 2mg L™ Scheidler et al. [2020]%
Pgiv Induzivel pGJ148 Maltose B. subtilis WB80ON Cecropin AD 26.4 mg/L Zhang et al. [2020]>*
Pgv Induzivel pGJ148 Maltose B. subtilis WB80ON PR-FO 7 mg Zhang et al. [2020]>°
Transglutaminase
Pywb Constitutivo pWB980 Né&o B. subtilis WB600 (TG) 2.6 U/mg Fu et al. [2020]°®
Psria Autoinduzivel pMAO09 Nao B. subtilis168 8BMP 3.16 g/L Sun et al. [2020]°’
Pr7 Constitutivo pP 43 Nao B. subtilis WB800 Pullulanase 2.74 mg mL* Pang et al. [2020]°®
pSaltExSePR
Popuaa Induzivel 5 Sal B. subtilis WB800 GFP 9.1 U/ml Promchai et al. [2016]>°
Phpati Constitutivo pMD18-T N&o B. subtilis168 L- teanina 5391 Yang et al. [2019]%
Paort Constitutivo pBE-S Ndo B. subtilis pBE-AgaA7 AgaA7 127 pg Ramos et al. [2016]%°
Pgrac 212 Induzivel pHT399 IPTG B. subtilis 1012 HRV3C 8065 U/mg Le et al. [2019]%
Pgiv Induzivel pMAS5 Maltose B. subtilis 1A751 Creatinase 141.9 U/mL Tao et al. [2020]%
pBBH4- B-glucuronidase 8.9+ 0.1 U/mL and
GusA and (GusA) e 437.2+15.8
P Bha Constitutivo pBBH4-NK Nao B. subtilis 3NA Nattokinase (NK) FU/mL Han et al. [2019]%®
Serina protease
Pgsamy- Pgaamy | Promotor duplo | pWBPRO1 Nao B. subtilis WB600 alcalina (BcaPRO) 27.860 U/mL Liu et al. [2019]%
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As sequéncias de genes sintéticos também precisam ser otimizadas para alcancar a
melhor expressdo possivel®’, uma vez que, da mesma forma que ocorre em outras espécies,
alguns cddons sdo raramente utilizados, e a selecdo de cddons sindnimos é restrita pela
eficiéncia da traducdo. Os genes altamente expressos sdo quase sempre mais dependentes do
conteido de tRNA e tendem a ter uma forte preferéncia para o uso de cddons.®®%® Do ponto
de vista estrutural, ao contréario de outros hospedeiros bacterianos, B. subtilis ndo possui uma
membrana externa ou espaco periplasmatico, o que lhe confere uma maior capacidade de
secrecdo de proteinas diretamente em seu ambiente circundante.?° E com base em estudos de
andlise protedbmica, B. subtilis j& demonstrou o potencial de exportar aproximadamente 300

proteinas.’®

O sistema de secrecdo em B. subtilis

As etapas para produzir proteinas recombinantes em Bacillus subtilis s&o
relativamente simples (Figura 1A). Para garantir que as proteinas sejam corretamente
direcionadas para as vias e assim iniciar o processo de translocacdo, um peptideo sinal
especifico esta presente no terminal N de cada proteina e deve ser clivado por uma peptidase
para posterior liberacdo da proteina madura a ser exportada para 0 meio, podendo ser retida na
parede celular ou retida na interface da membrana celular.”>7 B. subtilis contém um rigoroso
sistema de controle de qualidade para proteinas dependentes de sua maquinaria e realizado
por chaperonas intracelulares e extracelulares, proteases de parede celular e proteases
extracelulares.”>? Varios sistemas diferentes de exportacdo de proteinas foram identificados
nesta bactéria até agora.”

O sistema de transporte dependente da via de secrecdo geral (Sec) e o sistema de
translocacdo "Twin-arginine™ (Tat) sdo geralmente estudados e utilizados para a secre¢édo de
proteinas recombinantes no meio extracelular em B. subtilis.?®?® A via de secrecéo geral (Sec)
(Figura 1B) inclui componentes que convertem energia na forma de ATP e usa prétons
transmembrana como forca motriz para direcionar proteinas através de canais incorporados na
membrana.” O sistema de secrecdo geral (SeC) ¢é considerado a via principal para a secrecio
de proteinas no meio de crescimento e tem a caracteristica de transportar proteinas atravées da
membrana citoplasmatica em uma conformagcéo desdobrada ou fracamente dobrada.”"®

No modo de exportacdo co-traducdo, a proteina é sintetizada ribossomicamente como
uma proteina precursora contendo um peptideo sinal na regido N-terminal, sendo auxiliada a

manter seu estado competente de translocacdo por chaperonas citoplasmaticas, com o
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subsequente reconhecimento do peptideo sinal pela particula de reconhecimento de sinal
(SRP), bem como o direcionamento pelas translocases de membrana.”” O direcionamento da
pré-proteina por este complexo SRP também envolve a presenca da proteina FtsY, uma
GTPase altamente conservada que também atua no direcionamento pelos canais
transmembranares de SecYEG.’® Desta forma, a lipoproteina PrsA é necesséaria para a
posterior dobra da proteina madura, e na assisténcia para proporcionar estabilidade e evitar
interagBes ndo produtivas com a parede celular.”® Em outra estratégia no modo de exportagio
pos-traducdo, SecA transfere as proteinas precursoras para o canal de translocacdo da
membrana, depois a proteina motora SecA transloca as pré-proteinas através de SecYEG
utilizando a energia metabdlica da hidrdlise de ATP.

Em Tat, (Figura 1C) antes da translocacdo da proteina recombinante através da
membrana citoplasmatica, elas se dobram completamente no citoplasma com a ajuda de
chaperonas intracelulares, em uma estratégia capaz de reduzir a degradacéo proteolitica.?! Por
outro lado, na via dependente do Tat, as proteinas secretadas geralmente contém um peptideo
sinal tipico altamente conservado que afeta diretamente a secre¢io.®

A proteina precursora fortemente dobrada por acompanhantes intracelulares ¢é
transportada por um canal formado pelo complexo translocase.®2 Em B. subtilis, dois sistemas
separados de translocacdo trabalham em paralelo: TatAdCd e TatAyCy. TatAdCd é expresso
como uma translocase, enquanto TatAyCy é expresso constitutivamente.”>? TatAd e TatCd
combinam-se para formar o complexo TatAdCd enquanto TatAy e TatCy formam o complexo
TatAyCy.

Como mostrado na Figura 1D, as proteinas também podem ser exportadas para 0 meio
através dos transportadores de cassetes de ligagio ATP (ABC).%% Em contraste, (Figura 1E)
pequenos ndmeros de proteinas sdo exportados pela rota de exportacdo da pseudopilina
(Com).”
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Figura 1. Etapas para expressdo heteréloga em B. subtilis e as quatro vias de exportacdo de proteinas através da
membranacitoplasmética. A): Ligacdo do gene de interesse a um vetor de expressao, transformacéo de células
competentes e subsequente inducéo ou autoinducdo da expressdo. B): Na via Sec, a proteina precursora contendo
um peptideo sinal é reconhecida pela particula de reconhecimento de sinal (SRP) e interage com a proteina FtsY,
direcionando a proteina para as translocases de membrana (SecA, SecDF e SecYEG). A TepA cliva o peptideo
sinal e a lipoproteina PrsA auxilia no enovelamento da proteina. Outra forma de transporte é por meio de um
SecA sollvel que orienta a proteina até os canais de translocagdo, com posterior retirada do peptideo sinal. C):
Na via Tat, a proteina se dobra inteiramente no citoplasma com o auxilio de acompanhantes, sendo conduzida a
dois sistemas de translocacgdo diferentes (TatAcCd e TatAyCy). D): Na via ABC, as proteinas podem utilizar os
sistemas de exportacdo Sun T e SpaA T para facilitar sua secrecdo. Essas duas classes de translocadores tém uma
funcdo dupla: atividade proteolitica além da atividade de transporte. E): Na via de exportacdo da pseudopilina
(Com), as proteinas sdo exportadas de forma especifica e podem ser retidas na interface da parede da membrana
celular.

Os promotores constitutivos em B. subtilis

Notavelmente, muitos esforgcos tém sido feitos para identificar promotores fortes para
o0 controle da transcricdo. Neste sentido, 0 P43 € um promotor que atende a estes requisitos e €
amplamente utilizado. O P43 foi descrito pela primeira vez nos estudos de Wang e Doi em
1984 e melhor caracterizado por Song e Neuhard em 1989.848 J4 foi usado para produzir
metil paration hidrolase (MPH), onde uma alta expressdo e secre¢cdo de MPH maduro foi

alcancada.®:87
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Em um estudo recente, o promotor Ps3 foi fundido com sucesso com outros
promotores para construir uma série de plasmideos para estender a triagem de peptideos sinais
(SPs) e para obter promotores adequados para a secre¢do de BcaPRO (serina protease
alcalina) de B. clausii. O peptideo sinal "DacB" e o promotor duplo "Pgsamy-Pgaamy"
demonstraram o melhor desempenho, com um alto nivel de expressdo de BcaPRO (27.860
U/mL).%* Liu et al.?” regularam a atividade extracelular da enzima TreS (trealose sintase)
usando o promotor P43 para produzir trealose, um dissacarideo estavel ndo redutor. Neste
estudo, um mutante TreS foi expresso e secretado com sucesso em B.subtilis WB800ON.%’
Atualmente, o0 P43 é usado regularmente em estudos comparativos para medir a forgca de
diferentes promotores em B. subtilis, mostrando que, embora novos promotores mais fortes
possam ser identificados, ele € um parametro importante para estudos envolvendo a triagem
de promotores para a melhoria das condicdes de fermentago e niveis de expressdo.?®2°

Varios outros promotores foram caracterizados para aumentar a expressao heteréloga
em B. subtilis. Estas caracterizagdes surgem do acumulo de informacbes genéticas,
bioquimicas e estruturais sobre 0 mecanismo molecular subjacente ao estimulo do promotor.®
E importante enfatizar que promotores fortes s&0 necessarios uma vez que suas caracteristicas
levam a uma transcricdo mais eficiente dos genes que codificam a proteina de interesse. Seo e
Schmidt-Dannert em 2019 utilizaram o forte promotor Pveg em combinagdo com elementos
reguladores de Pseudomonas putida para investigar e controlar a expressdo da proteina
fluorescente verde (GFP) em B. subtilis.®® Este novo sistema provou ser promissor e Gtil para
estudos de engenharia metabdlica, biologia sintética e producdo de proteinas de interesse
industrial 8

Como resultado de numerosos estudos, o repertorio de técnicas se expandiu, € a
melhoria da eficiéncia dos promotores via integracdo cromossémica se tornou uma opcao. Por
exemplo, Zhou et al.®® melhoraram a atividade do promotor Py, € otimizaram a regi&o central
- 35, - 10, e a sequéncia a montante (UP), substituindo ambas as sequéncias por sequéncias de
consenso.?® O promotor final exibiu quase 26 vezes a atividade da B-galactosidase (BgaB) e

195 vezes a intensidade da proteina fluorescente verde superdobrada (sSfGFP).

Os promotores duplos em B. subtilis

Outra abordagem promissora para aumentar a produtividade que recebeu ampla
atencdo devido a sua alta eficiéncia e continuidade € o uso de promotores duplos.®* No estudo

de Guan et al.*, foram alcancados resultados satisfatorios com o promotor duplo Pgsiz-Prpall,
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que mostrou melhor desempenho e aumentou a producdo de aminopeptidase (AP) apos 45
horas de fermentagdo. Outro sistema com promotor duplo que apresentou notavel
aplicabilidade foi 0 Prpaii-Pamyq, que produziu B-cyclodextrina glicosiltransferase (B-CGTase),
e mediou a expressdo de pululanase extracelular substancial e a expressdo de a-cyclodextrina
glicosiltransferase (a-CGTase).*’

Estas enzimas também foram produzidas usando o promotor triplo Psoga-fusa-amye.>2%2
Kang et al.*® usaram um sistema contendo um promotor duplo Pamyecdd € Um peptideo sinal
(Pac) para aumentar a expressdo de uma amidase recombinante (Bm-Ami). A atividade
extracelular de Bm-Ami contendo o plasmideo pBSHdd2-20 atingiu 10,72 U/mg-1 DCW
apos 52 horas em uma fermentacdo em escala que, de acordo com os autores, foi a maior

secrecdo obtida de Bm-Ami até hoje.*®

Os promotores sintéticos funcionais em B. subtilis

Uma técnica que tem se mostrado Util € o desenvolvimento de promotores sintéticos
funcionais. Os promotores sintéticos sdo mais resistentes a condicdes de crescimento
imperfeitas, como processos biotecnoldgicos que causam estresse celular ou carga metabodlica
e geram uma forte transcricdo dos genes alvo.®* Isto os torna uma alternativa importante, uma
vez que 0s promotores naturais muitas vezes ndo sdo universalmente caracterizados devido a
seu fraco desempenho.*®

Han et al.%® desenvolveram uma nova estratégia chamada evolugdo gradual para a
triagem de promotores bacterianos robustos em B. subtilis. O promotor mutante Pgnas foi
identificado e verificado como um promotor sintético excepcionalmente forte. Neste mesmo
estudo, esta técnica foi utilizada com sucesso para aumentar a forca do promotor constitutivo
Pyikpe do promotor indutivo por Xilose Pxyia € provou ser um novo método para a fabricacéo e

triagem de promotores.®

Os promotores dependentes de indutor em B. subtilis

O primeiro sistema de expressdo induzivel relatado em B. subtilis foi descrito apos os
estudos pioneiros de Yansura e Henner em 1984, nos quais o promotor spac foi induzido por
isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG).%® Este sistema é uma combinagdo de um promotor de
fago de B. ubtilis SPO-1 e o operador lac de E. coli que desativa o repressor lac produzido

constitutivamente .8
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Yang et al.*? transformaram a cepa modificada WB80ON com o vetor pHT43, que
continha um promotor forte derivado do operon groE de B. subtilis convertido em um
promotor indutivel por IPTG.%? Este estudo relatou pela primeira vez a secre¢io de
fragmentos de anticorpos somente de cadeia pesada ou nanocorpos de camelideos. Os
rendimentos de nanocorpos foram estimados em 15 a 20 mg de um litro de cultura bacteriana,
que é comparavel aos rendimentos em sistemas de producdo de nanocorpos em E. coli (15 a
20 mg) .%’

Scheidler et al.>® foram os pioneiros no desenvolvimento de um sistema eficiente de
supressdo de ambar em B. subtilis usando IPTG como indutor. Este sistema permite a
expressao, secrecdo e purificagdo direta de uma proteina alvo contendo aminoacidos néo
candnicos (ncAAs). Os autores expressaram o dominio variavel da cadeia leve de um
fragmento de anticorpo monoclonal murino (MAK33-VL) e obtiveram 2 mg L-* de cultura. O
sistema de expressao relatado cria a possibilidade de produzir proteinas terapeuticamente e
biotecnologicamente significativas contendo grupos bio-ortogonais sujeitos a decoracéo
quimica.>

Le et al.5* usaram o promotor robusto Pgrac212, induzivel por IPTG, para superexpressar
a protease 3C de rinovirus humano (HRV3C) no citoplasma de células de B. subtilis. No
estudo, as proteases His-HRV3C e His-GST-HRV3C foram superexpressas no citoplasma em
11% e 16% do total de proteinas celulares, respectivamente. As maiores atividades de
protease especifica foram 8065 U/mg para His-HRV3C.%, o que indica que é um método
eficaz para a producéo de proteinas recombinantes no citoplasma de B. subtilis.

Embora o indutor IPTG tenha sido amplamente utilizado, modelos com outros
indutores quimicos, como os carboidratos sacarose, manose, xilose, maltose e amido, foram
desenvolvidos e sdo considerados eficientes e baratos. O indutor IPTG néo é consumido por
bactérias e esta € uma vantagem sobre outros promotores induziveis por carboidratos, como
Pmaia, Pmanp € Pmua.%29%1% No entanto, em alguns casos onde as cepas construidas, podem usar
apenas glicose em detrimento de outras fontes de carbono, este carboidrato é atraente no
contexto da regulacdo metabdlica e engenharia.ss

No caso do promotor Pgy induzivel por maltose, que foi usado para secretar TOW, uma
variante do antimicrobiano mieloide de porco 36 (PMAP 36) com alta atividade
antimicrobiana, este sistema provou ser uma abordagem econémica e ambientalmente correta

para a producdo biotecnoldgica.*” Além disso, a maltose foi igualmente utilizada como indutor
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em um método seguro para produzir Cecropin AD (CAD), um peptideo hibrido com atividade
bioldgica.>*

Outros sistemas de inducdo importantes sdo aqueles em que a inducdo € baseada no
peptideo sinal, como o sistema LIKE (“Lla-Kontrollierte Expression”) que ¢é baseado no
promotor lial, e o sistema SURE (gene regulado por subtilina). Ambos os sistemas séo
estritamente controlados pela adicdo de bacitracina e subtilina lantibidtica apds a fase
exponencial de crescimento celular, evitando assim o vazamento da transcricdo em condicGes
ndo indutivas.

Estudos envolvendo o peptideo sinal tém se tornado cada vez mais viaveis, uma vez
que esse mecanismo pode guiar a secrecdo da proteina heteréloga para uma area especifica
com mais precisdo e, assim, aumentar efetivamente a solubilidade da proteina.>® Estudos
anteriores mostraram que os peptideos sinal SP sacB, SP amy, SP aprs e SP aprl guiaram
simultaneamente a expressdo de pululanase.’?? Su et al.*® descreveram seis SPs para guiar a
secrecdo do fator de crescimento epidérmico humano (hEGF). O maior nivel de producéo foi
obtido quando o gene hEGF foi fundido com SP xynD (360 + 9,41 mg / L), o que revelou um
excelente sistema para a expressao de proteinas de interesse cosmético e farmacéutico.*®

Heinrich et al.>! identificaram uma regifo codificadora do peptideo sinal com alta
capacidade de expressdo e secrecdo de proteinas. Com base no plasmideo pHTO1, um vetor de
expressdo foi construido para codificar uma proteina de fusdo. O cassete construido neste
estudo demonstrou grande eficiéncia na codificacdo do peptideo sinal YoaW-Strepll-SUMO
em B. subtilis e deu origem a um sistema capaz de maximizar o rendimento, bem como

melhorar a translocacao, dobramento e estabilidade de proteinas heterélogas.

Os sistemas de expressdo induziveis controlados por riboswitches em B. subtilis

Como indutores conhecidos, hd uma variedade de riboswitches sintéticos que foram
desenvolvidos para controlar a expressao heter6loga e que representam alvos de engenharia
relevantes para a produgéo biotecnoldgica de compostos.t®®1% Nessa perspectiva, um sistema
com grande compatibilidade e robustez foi obtido nos estudos de Cui et al.>°, em que um novo
elemento genético composto pelo promotor P43 e uma teofilina-riboswitch foi desenvolvido e
caracterizado em B. subtilis a partir da unido das caracteristicas constitutivas do P43 para um
padrdo dose-dependente induzido por teofilina.’® Os autores observaram que o sistema
superexpressou f-glucuronidase com um nivel de expressdo induzida superior a trés outros

promotores constitutivos fortes, incluindo Psrta, Papre € 0 P43 nativo.
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Os promotores de ativacao condicional em B. subtilis

Um dos sistemas de inducdo mais simples ja descritos sdo os controlados por mudanca
de temperatura. Li et al.’® caracterizaram dois promotores sensiveis & temperatura, P2 e P,
isolados de B. subtilis. A producdo de B-galactosidase conduzida por esses promotores foi
maior a 45 °C do que a 37 °C. Em um estudo posterior, com o objetivo de melhorar a
superproducdo de proteinas “dificeis de expressar”, Welsch et al.!% desenvolveram um
sistema de expressao de baixa temperatura em B. subtilis que foi baseado no promotor
induzivel pelo frio do gene des. O sistema de expressdo melhorado foi validado pela
superproducdo de xilanase, bem como de uma a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae,
confirmando a adequacdo desse organismo hospedeiro para a superproducdo de substancias
criticas.

Recentemente, os sistemas de expressdo autoinduziveis tém atraido mais atencao
devido a praticidade de seus servigos.®*1%” Promotores autoinduziveis, como Ppst € Perysaa
podem expressar 0 gene alvo desde a fase log tardia até a fase estacionaria sem a necessidade
de um indutor, o que facilita a produc&o eficiente de proteinas e peptideos de baixo custo.5”1%®
Um sistema de autoinducdo independente de indutor foi desenvolvido por Wenzel et al.1%
usando a cepa mutante TQ356 para melhorar ainda mais a eficiéncia de custo e o rendimento
do produto. Nesse sistema, a glicose evitou a inducao por meio da repressdo pelo catabolismo
de carbono, criando condicdes ideais para a autoinducdo. Esta técnica levou a um aumento de
quase trés vezes na producdo e atingiu um rendimento de 14,6% de proteina recombinante
(eGFP) 100

Guan et al.3* construiram um sistema de expressdo autoindutor e autoregulador
simplesmente adicionando glicose, usando o promotor relacionado a deteccdo de quorum
(Psria). Nesse caso, a sequéncia central de -10 e -35 foi substituida por sequéncias de
consenso. No final, o sistema provou sua eficiéncia pela producdo bem-sucedida de
aminopeptidase. Em estudos posteriores, Guan et al.*'® demonstraram que é possivel integrar
0s genes correspondentes a jusante do promotor no plasmideo ou cromossomo na cepa
BSG1682 de B. subtilis. Os resultados revelaram que o promotor P23, derivado do promotor
Psita, apresentou o melhor desempenho, sendo quase duas vezes mais forte que 0 Psria. Duas
proteinas heterélogas, aminopeptidase (AP) e nattoquinase (NK) foram superproduzidas neste
estudo. 110

Além disso, Correa et al.* desenvolveram um método de regulacéo dindmica por meio

da deteccao de quorum em B. subtilis, que era capaz de se automonitorar e induzir a expressao
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sem supervisdo humana. A resposta do promotor foi 2,5 e 3,2 vezes mais forte do que os
promotores bem caracterizados Psra € Pveg, respectivamente. Os pesquisadores até aplicaram o
dispositivo de autoinducdo mais forte para produzir vitamina B2 e a autoindugéo provou ser
modular e ajustavel.4> Além disso, Correa et al.''! apresentaram um conjunto de dados para
analisar diferentes parametros de crescimento de OD600, medicdo de fluorescéncia de GFP,
luminescéncia e producéo de riboflavina. O objetivo desta validacdo foi apoiar a eficiéncia

deste dispositivo autoindutor para a expressdo e controle de genes em B. subtilis.*'!

Os vetores de expresséo livres de indutor com base em Pgrac

O estudo de vetores de expressdo sem indutor ainda é um desafio devido a uma série
de gargalos na producdo industrial, mas ja existem alguns estudos promissores
investigativos.!'? A esse respeito, Tran et al.!!*3 geraram vetores de expresséo livres de indutor
usando promotores induziveis por IPTG na auséncia do repressor Lacl e contendo o promotor
forte Pgraci00. Os niveis de expressdo de B-galactosidase (gene bgaB) foram pelo menos 37
vezes maiores quando comparados as construgdes induziveis na auséncia de IPTG. Esses
plasmideos também podem ser convenientes para estudar a expressdo génica em diferentes
escalas para a producéo de proteinas recombinantes.!*3

Tran et al.1** demonstraram o grande potencial do uso de promotores fortes da familia
Pgrac Na superproducdo de proteinas recombinantes por meio da construcdo de vetores livres
de indutores, capazes de se integrar ao genoma de B. subtilis tanto no locus lacA quanto no
locus amyE. Neste estudo, 0s promotores Pgrac 100-bgas € Pgrac 212-bga renderam 20,9% e 42% de
proteinas intracelulares, respectivamente. Assim, ap0s a incorpora¢do de Pgrac 212-bga NOS
locus amyE e lacA, a expressdo de B-galactosidase (BgaB) foi observada em até 53,4% das
proteinas intracelulares.!'*

Em outra estratégia que visa apoiar pesquisas fundamentais em B. subtilis, Chu et
al.'® construiram plasmideos de expressio livres de indutor contendo o promotor hibrido
Pspac, induzivel por IPTG, adequado para expressar de forma controlada e em niveis mais
baixos proteinas com funcgdes especificas na célula hospedeira e genes repérter. Como
esperado, os genes alvo BgaB e GFP + foram expressos em niveis baixos em comparagdo
com plasmideos livres de indutor com os promotores fortes Pgracor € Pgracoo, Cerca de 16,2 a
20,3 vezes para BgaB e 24,7 a 34,3 vezes para GFP +, respectivamente. Os autores

concluiram que o uso desses vetores livres de indutor contendo o promotor Pspac possibilitou a
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expressao constitutiva de proteinas recombinantes heter6logas em baixos niveis desejados em
B. subtilis.!t®

Conclusodes

Em resumo, a literatura consultada amplia o conhecimento sobre os sistemas de
expressao funcional comercialmente disponiveis e desenvolvidos a partir de diferentes
linhagens de Bacillus subtilis. Constatamos a existéncia de um grande arsenal de precursores
e estudos recentes que credenciam esta bactéria como uma das principais plataformas para a
expressdo de proteinas heterdlogas, promovendo assim o progresso na bioproducdo. Além
disso, sua ampla utilizacdo se justifica devido as suas caracteristicas genéticas e metabdlicas
gue permitem um planejamento adequado e proporcionam seguranca experimental. O sucesso
desse modelo na expressdo de biocompositos se deve ao desenvolvimento de estratégias
massivas que visam criar e garantir constantemente a eficiéncia de seus promotores,
plasmideos, uso de indutores variados de baixo custo e elementos autoreguladores
transcricionais, entre outros. Com isso, 0 alto status tecnoldgico alcancado incentiva cada vez
mais o aprimoramento das técnicas de engenharia genética existentes, bem como a busca pelo
desenvolvimento de novas abordagens eficientes, o que torna a bactéria gram-positiva B.
subtilis um hospedeiro robusto e promissor com exceléncia biotecnoldgica para a expressdo
Otima de diferentes proteinas recombinantes com aplicacdes valiosas. Embora 0s avangos nos
estudos 6micos sejam claros e decisivos para a afirmacdo deste hospedeiro biotecnoldgico
robusto, e muitas estratégias tenham culminado na expressdo de varias proteinas
recombinantes, estudos futuros precisam se concentrar em superar muitas limitacbes em
relacdo ao entendimento e exploracdo das vias de secre¢do. Devem ser desenvolvidas novas
estratégias para superar os gargalos atuais, por exemplo, expressdo de proteinas de

subunidades multiplas de importancia médica e industrial.
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No capitulo II, apresentamos um artigo original a ser submetido com os resultados
referentes aos objetivos 2, 3 e 4 deste trabalho. Aqui reportamos a transformacao de Bacillus
subtilis KO7 utilizando o vetor fagomideo pHENL, analise da expressdo bacteriana por
western-blot apds inducdo com IPTG e lactose, além da avaliagdo do reconhecimento
especifico da molécula VHH frente aos antigenos Bothropstoxina I e 11 (BthTX-I e BthTX-II)
purificados e ao veneno total da serpente de interesse médico Bothrops jararacussu pela
técnica de citometria de fluxo. Os dados aqui apresentados reforcam e sugerem a utilizacdo de
Bacillus subtilis KO7 para uma producdo de VHHs sollveis e potencialmente candidatos a

agentes terapéuticos.

Informacoes sobre o artigo

Titulo do artigo: Avaliagdo da expressdo em Bacillus subtilis KO7 de fragmentos de
anticorpos VHH-antifosfolipase de Bothrops jararacussu em vetor fagomideo

Situacdo: A ser submetido a Canadian Journal of Microbiology
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RESUMO

Os nanocorpos ou VHHs de camelideos configuram entre as principais classes de moléculas
estudadas em biotecnologia, possui particularidades Unicas e facilidade de expressdo em
diferentes hospedeiros. Estes possuem grande potencial para a criagdo de ferramentas
terapéuticas para o tratamento em casos de acidentes ofidicos, exigindo a busca por métodos
mais eficientes e vantajosos para sua producdo. O objetivo deste estudo foi utilizar a linhagem
Bacillus subtilis KO7 para expressar um VHH anti-fosfolipase de Bothrops jararacussu,
espécie causadora de muitos acidentes ofidicos no Brasil. Apds a transformacéo do B. subtilis
KO7 com vetor pHEN1 contendo o gene codificante do nanocorpo, a producdo deste foi
induzida eobservada a expressdo do VHH na sua forma sollvel em ensaios de western-blot. A
citometria de fluxo demonstrou que os VHHs expressos foram capazes de reconhecer as
fosfolipases BthTX-le BthTX-Il, além de outras proteinas do veneno total de Bothrops
jararacussu, comprovando assim a sua especificidade e viabilidade da utilizacdo de B. subtilis

KO7 para produzir VHHSs funcionais em vetor fagomideo.

Palavras-chave: Bacillus subtilis; VHH; vetor fagomideo; nanocorpos; proteina

recombinante.
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INTRODUCAO

A descoberta dos fragmentos de anticorpos de camelideos chamados de nanocorpos ou
VHHSs abriu um leque de investigacGes para as areas de diagndstico e tratamento de doencas
(HAMERS-CASTERMAN et al., 1993). Estas moléculas vém sendo constantemente
exploradas e ja figuram como importantes alvos biotecnoldgicos (POLLITHY et al., 2011;
VANEYCKEN et al., 2011; KONWARH, 2020; MARTINEZ-DELGADO, 2020; XIANG et
al., 2020).

A bactéria Escherichia coli ainda é o principal hospedeiro na producdo de VHHs
(KAZEMI-LOMEDASHT et al, 2016; SALEMA; FERNANDEZ, 2017; RUANO-
GALLEGO et al., 2019; ASADA et al., 2021). Porém, alguns problemas de insolubilidade,
necessidade de etapas posteriores e demoradas para processar a proteina visando o
dobramento correto e remogdo de endotoxinas sdo comumente relatadas (LIU; HUANG,
2018). Estes gargalos exigem a busca por novos hospedeiros e abordagens alternativas para
uma producdo mais pratica, rapida e segura dos VHHSs.

Um hospedeiro promissor é a bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis, pois apresenta
uma extensa anotacdo documentada e € um organismo GRAS (Generally recognized as safe)
segundo a FDA (Food and Drug Administration) (PEDREIRA et al., 2022). Possui uma
grande capacidade de crescimento em substratos de baixo custo e é um excelente sistema de
expressao para a producdo de proteinas (SU et al., 2020). Apesar dos avancos atuais nas
pesquisas sobre B. subtilis, seu uso para a producdo de VHHSs candidatos a terapia antiveneno
para a melhoria do diagnostico e tratamento dos acidentes ofidicos foi pouco explorado.

Em estudos anteriores, foram desenvolvido VHHs contra fosfolipases de B.
jararacussu e sua expressdo e validacdo foram avaliadas. Apds a expressdo em E. coli, estes
foram capazes de reconhecer e neutralizar os efeitos miotoxicos das BthTX-I, BthTX-II
presentes no veneno desta serpente (Prado et al., 2016). A fim de averiguar novos hospedeiros
para 0 aumento da producéo e facilitar o0 método ajusante de purificacdo deste nanocorpo, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o uso de B. subtilis KO7 para expressdo de VHH. Os
resultados demonstram a viabilidade do uso deste hospedeiro para obtencdo de nanocorpos
sollveis e funcionais, facilitando o processo posterior de purificacdo destas moléculas para

aplicacdo clinica dada a auséncia de lipopolissacarideos em B. subtilis.
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METODOLOGIA

Linhagens bacterianas e vetor

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizadas as linhagens Escherichia coli cepa
TOP 10 e Bacillus subtilis cepa KO7. O vetor utilizado foi o plasmideo pHEN1 contendo o
gene VHH anti-fosfolipase de Bothrops jararacussu, desenvolvido em trabalhos anteriores
por Prado et al. (2016) e gentilmente cedido pelo Laboratorio de Engenharia de Anticorpos,

Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz-Rondonia).
Transformacdo em Bacillus subtilis KO7

B. subtilis KO7 foi obtido junto ao Bacillus Genetic Stock Center. As células
competentes foram preparadas seguindo o protocolo de Harwood et al. (1990). Para a
realizacdo da transformacdo, 100 uL de célula competente foi adicionada em um microtubo
de 1,5mL junto ao DNA plasmidial na concentragdo final de 5mg. O microtubo foi colocado
para incubar em termobloco por 2 horasa 37°C. As bactérias transformadas foram semeadas
em placas de Petri com meio LB-agar contendo 50 pug/mL de ampicilina. Logo, as placas
foram incubadas a 37°C por um periodo de 12 horas. E a analise das col6nias transformantes

para confirmacéo da presenca do gene de interesse foi realizada por PCR.

Inducéo da expressédo génica por IPTG e Lactose em Bacillus subtilis

As colonias foram cultivadas em 3 mL de meio LB contendo 50 pg/mL de ampicilina
por 16 horas a 37 °C sob agitacdo constante. Apds o crescimento das coldnias, estas foram
inoculadas em um volume de 100 mL ou 1L de LB liquido até atingir um ODeoo de 0,7 - 0,8.
Apos o alcance da D.O desejada, a esse crescido foi adicionado 100 pL do reagente indutor
IPTG (1 mM final) ou 10 g/L do indutor lactose. Apds 3 horas e inducdo overnight os
induzidos foram centrifugados a 4.000 rpm por 15 minutos e os pellets e os sobrenadantes
foram armazenados.Os pellets foram submetidos ao processo de lise celular utilizando o
sonicador de ponteira ultrassdnico (Eco-sonics) e o produto da sonicacdo foi centrifugado por
15 min a 14000 rpm e o sobrenadante recuperado. Amostras dos sobrenadantes foram
precipitadas com acido tricloroacético (TCA 40%), onde 12 mL de sobrenadante foi
misturado a 3 mL de TCA e incubou-se no gelo por 10 minutos. Esta amostra foi dividida em
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microtubos que foram centrifugadas 2x a 12.000g e ressuspensos em 2 mL de acetona para

posterior evaporacdo em temperatura ambiente.
Confirmacéo da producéo do VHH por analise em Gel SDS-PAGE 15%

O gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 15 % foi preparado conforme recomendacdes de
Maniatis et al. (1989). As amostras foram ressuspensas em tampéao de amostra 1x (50 mM
Tris pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, 100 mM de dithiothereitol (DTT), azul de bromofenol
0,1%) incubadas a 95 °C por 10 minutos e aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi
realizada numa voltagem constante de 140V por 1 hora. Foi utilizado como marcador de
massa molecular BLUeye prestained protein ladder (Sigma-Aldrich). Apés a corrida, o gel foi
corado por 18 horas com a solucdo de Azul Brilhante de Coomassie G250. E o gel foi
descorado com solucgdo descorante (100 mL acido acético; 450 mL de agua; 450 mL de etanol

100%) para as anélises.
Confirmacéo da expressdo do VHH por Western-blot

A confirmacdo da expressdo do VHH foi realizada por meio de western-blot, no qual
amostras do pellet das coldnias 1 e 7 e amostras do sobrenadante e pellet do lisado bacteriano
da colénia 1 foram submetidas a corrida eletroforética por SDS-PAGE 15%. Houve a
transferéncia para uma membrana de nitrocelulose, embebida em tampé&o contendo 25 mM
Tris, 192 mM de glicina, pH 8,5 e metanol 20% final e utilizou-se uma cuba especifica (Semi-
dry system, Bio-rad, Hercules, USA). A voltagem constante foi de 10 V durante 1 hora e 5
minutos. Apds a transferéncia a membrana foi bloqueada por 30 minutos utilizando solugédo
de PBS 1X com BSA 3%. Posteriormente foi adicionado o anticorpo primario anti-VHH
cedido gentilmente pelo Laboratério de Engenharia de Anticorpos, Fundagdo Oswaldo Cruz,
diluido na concentracdo de 1:500 durante 30min. A membrana foi entdo lavada 3 vezes,
durante 5 minutos cada, com solu¢do PBS 1X adicionado Tween 20 a 0,05%. Foi adicionado
0 anticorpo secundario anti-rabbit (invitrogen™), diluido 1:500 e incubado durante 30 min.
Apbs as lavagens com PBS Tween 20 a 0,05% e agua, a membrana foi revelada com o
revelador Diaminobenzidina (DAB) (10 mg/mL).
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Citometria de fluxo

Para averiguar a capacidade da proteina expressa em reconhecer a proteina nativa,
uma citometria de fluxo foi realizada utilizando amostras da por¢do solivel do lisado
bacteriano e beads de latex contendo individualmente os antigenos BthTX-I (F1), BthTX-1I
(F2) e veneno bruto (VT) de B. jararacussu (cedidas gentilmente pelo Laboratério de
Engenharia de Anticorpos, FIOCRUZ-RO). Inicialmente houve o acoplamento destas
moléculas de forma covalente a microesferas de latex. Em cada microtubo, as microesferas de
latex foram ativadas adicionando 57 pg/uL de EDAC e NHS (0,5 mM final) a cada 1pL de
microesferas de latex diluidas em PBS 1X filtrado, deixados incubando a 22 °C sob, 950 rpm
por 3 horas. Apos o periodo de incubagdo os antigenos BthTX-I, BthTX-II e proteinas do
veneno total foram adicionados para o0 contato com as microesferas em seus respectivos
microtubos na concentracdo de 4 g para cada 1uL de microesferas de latex. Estas amostras
foram incubadas overnight sob as mesmas condi¢fes descritas anteriormente. No dia seguinte
as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm a 15 °C por 5 minutos, descartou-se 0s
sobrenadantes e as microesferas de latex foram lavadas por duas vezes com PBS 1x filtrado
por meio de ciclos de centrifugagéo, ressuspendidas em tampao de bloqueio (PBS 1x filtrado
+ BSA 5%) e incubadas por 2 horas. Apos o bloqueio, foram feitas duas lavagens com PBS
1X filtrado e as amostras dos sobrenadantes contendo a proteina VHH, e do sobrenadante
bacteriano do controle negativo foram adicionadas a cada microtubo de microesferas
acopladas aos antigenos BthTX-1, BthTX-1I e veneno total. Os microtubos foram submetidos
a agitacédo de 950 rpm a 6 °C por 1 hora. Realizou-se 3 lavagens com PBS 1x filtrado para a
posterior ligacdo com os anticorpos de captura anti-VHH diluido a 1:500 e incubado durante
30 minutos. Seguiu-se 3 lavagens com PBS 1x filtrado para a posterior ligacdo com o
anticorpo anti-rabbit diluido 1:2000. As amostras foram lavadas por 3 vezes, ressuspendidas
em PBS 1x filtrado e analisadas em citometro de fluxo FACSCanto II™ (BD Biosciences ™).
Nas andlises, para evitar a analise de possiveis aglutinagdes por essas particulas, foi realizada
a analise de celulas unicas (single cells). Ao final da determinagdo morfométrica, as particulas
de latex funcionalizadas foram analisadas por meio da anélise de fluorescéncia emitida pela
fluoréforo Alexa fluor 488 atraves dos parametros metricos de porcentagem e media de

intensidade de fluorescéncia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbds transformacdo do plasmideo pHEN1 em Bacillus subtilis foram obtidas 7
colbnias transformantes, havendo a confirmacdo da presenca do fragmento de
aproximadamente 400pb correspondente ao gene VHH anti-fosfolipase em trés coldnias
(Figura 1). Este vetor j& foi anteriormente utilizado para a producéo de outros fragmentos de
anticorpos como, por exemplo, o scFv, expresso em E. coli (AN et al., 2002; XU et al., 2013;
GODAKOVA et al., 2019). No entanto, ndo ha relatos de seu uso em Bacillus subtilis KO7.

KDa

400pb

Figura 1- Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da extragdo do DNA das col6nias
transformantes de Bacillus subtilis KO7. CN: controle negativo; M: marcador (100pb a 3kb) Mid Range DNA
Ladder (cellco); canaletas de 1-7: contém amostras das col6nias; nas canaletas C1, C6 e C7: pode-se verificar
amplificacdo do gene VHH com 400 pb; CP: controle positivo (1 uL do plasmideo pHEN1).

Dentre estas, somente duas coldnias (col6nia 1 e 7) positivas para a presenca do gene
de VHH anti-fosfolipase foram utilizadas para o teste inducdo da proteina recombinante. A
analise de “western blot” dos extratos bacterianos apos 18 horas de indugdo reveleram bandas
de reconhecimento do anticorpo anti-VHH com uma massa molecular estimada em 11 KDa
(Figura 2A). Luiz (2014) também observou a expressdo de VHHs em E. coli usando IPTG
apo6s 18 horas de inducdo. Yang et al. (2020) reportou a expressao de VHHs em Bacillus
subtilis WBB80ON apds 6 horas de indugdo com IPTG.
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Figura 2- A: Andlise da fracdo insolivel por western-blot utilizando anticorpo monoclonal anti-VHH ap6s
indugdo com IPTG (1 mM). Canaleta 1: controle negativo, inducdo por 3 horas; canaleta 2: controle negativo,
inducéo overnight; M: marcador de peso molecular 245 kDa (Thermo Scientific); canaleta 3: coldnia 1, inducéo
por 3 horas; canaleta 4: col6nia 1, inducdo overnight; canaleta 5: colénia 7, inducdo por 3 horas; canaleta 6:
coldnia 7: inducéo overnight. B: Andlise da expressdo na porcao sollvel e insollvel do lisado e do sobrenadante
precipitado com TCA das amostras induzidas overnight utilizando anticorpo monoclonal anti-VHH. Canaleta 1:
coldnia 1, pellet do lisado; canaleta 2: col6nia 1, sobrenadante do lisado; canaleta 3: coldnia 1, sobrenadante
precipitado com TCA; M: marcador de peso molecular 245 kDa (Thermo Scientific); canaleta 4: controle
negativo, sobrenadante precipitado com TCA.

A proteina recombinante estava presente integralmente na porcao soltvel do lisado
bacteriano (Figura 2B), ndo havendo presenca na porcdo insolUvel ou escape para o
sobrenadante de cultura. Kumada et al. (2015) relatou problemas de insolubilidade na
expressao de VHH anti-gonadotrofina coriénica humana (hCG) em hospedeiro E. coli,
exigindo longos processos de triagens utilizando uréia e reoxidacdo para redobrar a molécula.
Da mesma forma, Chen et al. (2021) observaram a formagdo de corpos de inclusdo na
expressao de VHH anti-IL-6R utilizando o plasmideo pET28a+ e a cepa de E. coli
BL21(DE3) decorrente da expressao citoplasmatica do VHH neste hospedeiro.

A expressdo overnight do VHH anti-fosfolipase utilizando o indutor lactose
apresentou uma deteccao da proteina com maior intensidade ap6s anélise por SDS-PAGE do

lisado bacteriano (Figura 3).
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Figura 3- SDS-PAGE 15% contendo amostras do extrato bruto proteico apés indugdo com lactose (10 g/L). M:
marcador de peso molecular 245 kDa (Thermo Scientific); canaleta 1: sobrenadante do lisado da colénia 1;
canaleta 2: pellet do lisado da coldnia 1.
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Estes resultados da inducdo em B. subtilis KO7 indicam que a lactose pode ser uma
alternativa ao IPTG, principalmente visto sua maior viabilidade econdmica, tornando este
hospedeiro uma nova opc¢ao aos hospedeiros bacterianos tradicionais visando a expressao de
VHHs de forma barata. Além disso, os resultados aqui apresentados demonstraram a
viabilidade do uso do vetor pHEN1 para expressdo de proteinas recombinantes em B. subtilis
KO7, indicando que a maquinaria bacteriana foi capaz de reconhecer a sequéncia ambar
presente no vetor pHEN1 como um cddon de terminagdo, ndo traduzindo os aminoacidos
subsequentes que correspondem a proteina Il do fago, o que permitiu a expressdo do VHH
anti-fosfolipase na sua forma soluvel (PRADO, 2013).

As anélises realizadas por citometria de fluxo demonstraram um alto reconhecimento
de todos os antigenos alvos avaliados acoplados as microesferas quando expostos a amostra
do sobrenadante do lisado contendo a proteina VHH anti-fosfolipase induzida e expressa com
lactose em B. subtilis KO7. Trabalhos anteriores ja utilizaram outras metodologias como o
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) na avaliacdo da funcionalidade de VHHs
produzidos. Prado et al. (2016) selecionaram VHHSs a partir de uma biblioteca de fagos e os
VHHSs expressos reconheceram as proteinas BthTX-1 e BthTX-1I por ELISA. Os VHHs
também foram capazes de reconhecer BthTX-1 por Western-blot e inibiram a atividade da
fosfolipase BthTX-II, neutralizando os seus efeitos miotdxicos.

A quantificacdo das microesferas na amostra de sobrenadante contendo VHH (F1+,
grafico A) apresentou um maior pico no histograma em comparacgdo a F2+ (grafico B) e VT+
(gréfico C), nas mesmas condi¢cdes. O deslocamento de fluorescéncia de F2+ foi mais
significativo, sendo maior que F1+ e VT+ respectivamente. Os valores da media de
intensidade de fluorescéncia (MIF) para cada amostra foram de 4399 para F1+, e de 2189 para
F1-. A MIF de F2+ foi de 4044 e a MIF de F2- foi de 1275. Por fim, a média de intensidade
de VT+ foi de 4516 em detrimento de 1397 de VT- (figura 4). Logo, os resultados observados
nos ensaios de citometria de fluxo indicam que a proteina VHH anti-fosfolipase foi expressa

em sua conformacdo tridimensional correta.
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Figura 4- Histograma da média de intensidade de fluorescéncia de Alexa fllor 488 nas particulas de latex
acopladas com BthTX-1 (F1, grafico A), BthTX-Il (F2, grafico B) e veneno total (VT, grafico C). "+":
sobrenadante de lisado de Bacillus subtilis KO7 ap6s expressdo do VHH anti-fosfolipase utilizado como
anticorpo primario; "-": controle negativo utilizado na etapa do anticorpo primario correspondendo a um
sobrenadante de lisado de B. subtilis KO7 ‘induzido sem o plasmideo pHEN1 contendo o gene para sintese de
VHH.

Portanto, o método de expressdo de VHHs funcionais em Bacillus subtilis se mostrou
seguro e pratico, apresentando uma abordagem promissora considerando os desafios da
epidemiologia do envenenamento por serpentes no Brasil. Cabe ressaltar que a linhagem de B.
subtilis KO7 além da delecdo de genes de proteases, ndo possui em Seus componentes
estruturais os lipopolissacarideos (LPS’s) que sdo endotoxinas encontradas na superficie
externa de bactérias gram-negativas (HARPER et al., 2011). Logo, a auséncia de LPS
facilitara o processo de purificacdo destes ativos para uso clinico, tornando-se assim mais um
ponto positivo para utilizacdo de Bacillus subtilis para a producdo de fragmentos de
anticorpos VHH.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, obtivemos com sucesso a expressdo de anticorpos VHH anti-
fosfolipase utilizando hospedeiro bacteriano Bacillus subtilis KO7 e plasmideo pHEN1. O uso
deste vetor para expressao nesta bactéria ndo foi reportado anteriormente na literatura. A
proteina recombinante expressa estava presente no sobrenadante do lisado bacteriano, sendo
capaz de reconhecer especificamente fosfolipases BthTX-1 e BthTX-Il pela técnica de
citometria de fluxo. Trabalhos futuros avaliardo a capacidade produtiva da proteina VHH
neste sistema, podendo ser aplicado ainda para expressao de outros fragmentos de anticorpos
similares como os scFv. O uso de Bacillus subtilis para expressao de VHH podera facilitar a
purificacdo desta molécula para uso clinico, dado seu estado GRAS e a ndo necessidade de

remocao de LPS, como ocorre em expressdes utilizando Escherichia coli.
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DADOS COMPLEMENTARES
Analise do plasmideo pHEN1 quanto a presenca do fragmento VHH

A sequéncia do gene VHH foi amplificada pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando-se a enzima Taq DNA Polimerase (Cellco). 391ng/ uL. de DNA
plasmidial, tampdo da enzima Taq 1X; 0,25 mM de uma mistura de dNTPs, 1 mM de MgCI2.
Os primers: 5> GGATCCcatcaccatcaccatcacATGGCCGACGTGCAGCTGCAGGCGTCT 3’
e 5 TCTAGATGAGGAGACGGTGACGGTGACCTG 3" e agua deionizada esterilizada que
completasse o volume de 12,5 pL em termociclador Mastercycler® personal (Eppendorf).

O programa para amplificacdo consistiu de um ciclo de desnaturacgdo inicial a 94°C/7
minutos; seguidos de 35 ciclos a 95 °C/30 segundos, desnaturagdo a 94°C/1minuto,
anelamento a 50°C/40 segundos, extensdo a 72°C/1 minuto e um ciclo de extensdo final a
72°C/5 minutos. Apos a reacao, o amplicon foi visualizado por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1%, em tampdo TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8,5, EDTA 1 mM) corado com
brometo de etidio (0,5 pg/mL). A corrida foi realizada numa voltagem de 100V por 45

minutos e o gel foi visualizado sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentacgéo.
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Resultados da amplificagéo do gene VHH e transformacgdo em E. coli TOP 10.

A estratégia inicial escolhida para a expressdo dos VHHs consistiu na amplificacdo do
gene de interesse clonado anteriormente no vetor pHEN1. Os resultados da PCR revelaram a
amplificagdo da sequéncia de DNA nas canaletas 4 e 5 (figura 1A), tais bandas s&o
correspondentes ao fragmento do gene VHH gerando um produto de aproximadamente
400pb. Em decorréncia da confirmacdo da presenca do gene VHH no vetor pHEN1
realizamos uma transformacdo em E. coli TOP 10 com o objetivo de obter mais amostras do
plasmideo para os subsequentes ensaios. O resultado ilustrado na figura 1B confirmou o éxito
na transformacédo. E a extracdo do DNA plasmidial das colonias transformantes demonstrou

um rendimento de 9,115 ng/pL.

Figura 1- A: Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de amplificagcdo por PCR. M: marcador
(100pb a 3kb) Mid Range DNA Ladder (cellco); canaletas de 1-6: correspondem as amostras com diferentes
volumes de reagentes; CN: controle negativo. B: Anélise por eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da
extracdo do DNA plasmidial de E. coli TOP 10 ap6s transformacéo com pHEN1. M: marcador (100pb a 3kb)
Mid Range DNA Ladder (cellco); canaletas de 1-5: contém amostras das col6nias e observa-se a amplificagdo do
gene VHH com 400pb; CN: controle negativo (sem coldnia).

Citometria de fluxo

A seguir seguem os dados da analise fenotipica por porcentagem de fluorescéncia e da
média de intensidade de fluorescéncia de Alexa flior 488 dos antigenos acoplados com as

beads frente ao sobrenadante do lisado contendo o VHH anti-fosfolipase utilizado como
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anticorpo primario, e ao sobrenadante de lisado de B. subtilis KO7, induzido sem o plasmideo
pHEN1 contendo o gene para sintese de VHH.
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Figura 2- Avaliacdo da capacidade funcional de particulas de latex acopladas com BthTX-I (F1). A: Analise
morfométrica por tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) em F1+ e F-. B: Anélise de uniformidade (single
cells) por tamanho em F1+ e F1-. C: Analise de uniformidade (single cells) por complexidade em F1+ e F1-.
Nota: "+": sobrenadante de lisado de Bacillus subtilis KO7 ap6s expressdo do VHH anti-fosfolipase utilizado
como anticorpo primario; "-": controle negativo utilizado na etapa do anticorpo priméario correspondendo a um
sobrenadante de lisado de B. subtilis KO7 ‘induzido sem o plasmideo pHEN1 contendo o gene para sintese de
VHH.
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Figura 3- Avaliagdo da capacidade funcional de particulas de latex acopladas com BthTX-1I (F2). A: Analise
morfométrica por tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) em F2+ e F2-. B: Anélise de uniformidade (single
cells) por tamanho em F2+ e F2-. C: Anélise de uniformidade (single cells) por complexidade em F2+ e F2-.
Nota: "+": sobrenadante de lisado de Bacillus subtilis KO7 ap6s expressdo do VHH anti-fosfolipase utilizado
como anticorpo primario; "-": controle negativo utilizado na etapa do anticorpo primario correspondendo a um
sobrenadante de lisado de B. subtilis KO7 ‘induzido sem o plasmideo pHEN1 contendo o gene para sintese de
VHH.
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Figura 4- Avaliacdo da capacidade funcional de particulas de latex acopladas com veneno total (VT). A: Analise
morfométrica por tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) em VT+ e VT-. B: Andlise de uniformidade
(single cells) por tamanho em VT+ e VT-. C: Andlise de uniformidade (single cells) por complexidade em VT+
e VT-. Nota: "+": sobrenadante de lisado de Bacillus subtilis KO7 ap6s expressdo do VHH anti-fosfolipase
utilizado como anticorpo primério; "-": controle negativo utilizado na etapa do anticorpo primario
correspondendo a um sobrenadante de lisado de B. subtilis KO7 ‘induzido sem o plasmideo pHEN1 contendo o
gene para sintese de VHH.
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As caracteristicas fisico-quimicas e a versatilidade dos VHHSs contribuiram para que
estes fragmentos de anticorpos se tornassem objetos de investigagdo de pesquisas que
almejam sucesso em aplicacdes biotecnoldgicas (WEISS; WERRIPS, 2019). Muitos estudos
vém se concentrando na melhoria da sua producdo visando a reducdo de custos e etapas
despendiosas, sem a perda da funcionalidade da proteina. Projetar ou identificar sistemas de
expressdo bem-sucedidos como é o caso de Bacillus subtilis €, portanto, de importancia
proeminente para o progresso biotecnologico (LAMBERTZ et al., 2014).

O capitulo I desta dissertagdo destaca exatamente a relevancia alcangada ao longo de
décadas de conhecimento adquirido sobre as caracteristicas metabolicas, genéticas e
bioquimicas deste hospedeiro. Estes dados encontram-se compilados na forma de um artigo
de reviséo publicado por nosso grupo de pesquisa em 2021 na revista Experimental Biology
and Medicine. O levantamento das publicagfes clarificou o estado da arte no que diz respeito
ao emprego de Bacillus subtilis como hospedeiro bacteriano. Foram encontrados 41 artigos
publicados entre os anos de 2015 a 2020, os quais atendiam aos critérios de inclusdo e
palavras-chave utilizadas para a pesquisa.

Estes trabalhos descrevem estratégias classicas e as mais recentes adotadas para a
producdo de inUmeras proteinas. A exemplo, Han et al. (2017) obtiveram uma superproducéo
de uma aspartase de E. coli em Bacillus subtilis 168 recombinante sob o controle de
promotores derivados de P sta. Halmschlaget al. (2020) produziram éacido poli-y-glutdmico
também em Bacillus subtilis usando glicose como Unica fonte de carbono substituindo o
promotor nativo do operon PGA pelo forte promotor constitutivo Pveg. Pang et al. (2020)
produziram a pululanase, uma enzima desramificadora comumente usada na indudstria de
processamento de amido em Bacillus subtilis otimizando elementos da expressdo. Alem de
vitaminas e hormonios j& produzidos (SU et al., 2020; CORREA et al., 2020). Dentre outras
moléculas alvos da area da salde, industria e academia.

Destacamos também os sistemas de expressdo existentes e disponiveis dando énfase
na maquinaria celular da bactéria, suas principais vias de transporte para proteinas
heterologas, alem de apresentar os tipos de promotores, plasmideos, indutores, linhagens
celulares, proteinas expressas e 0s rendimentos obtidos por estudo. Constatamos ao final deste
artigo de revisdo que Bacillus subtilis possui muitos atributos que corroboram sua escolha em
comparacdo a outros hospedeiros, sendo um modelo consolidado e com potencial para

produzir proteinas variadas.
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Embora muitos estudos de engenharia genética demonstrem a aplicagdo para produzir
uma triade de moléculas, seu uso é escasso para produzir fragmentos de anticorpos, salvo
alguns poucos trabalhos voltados a expressar fragmentos como o scFv (WU et al., 2002;
LAKOWITZ et al., 2017). J& para a producdo de VHHSs, ha documentado na literatura apenas
um estudo realizado por Yang et al. (2020), no qual os autores produziram quatro nanocorpos
VHHs diferentes direcionados a antigenos especificos em Bacillus subtilis cepaWB800N.

No capitulo I, encontram-se os resultados referentes a um artigo original a ser
publicado. Demonstramos o uso da linhagem deficiente em protease Bacillus subtilis KO7
para expressar VHHs sollveis e funcionais. A estratégia consistiu em transformar B. subtilis
KO7 utilizando o vetor pHEN1 e da utilizacdo de diferentes tipos de indutores: IPTG e
lactose. Adotamos o uso da lactose como alternativa ao IPTG, j& que a lactose é um indutor
mais acessivel financeiramente, natural e biodegradavel (BRIAND et al., 2016; VELEZ et al.,
2014). Identificamos que a expressdo de VHHs ocorreu na porcdo solivel do lisado
bacteriano, diferente dos problemas de insolubiliodade que vem sendo observados em E. coli
(KUMADA et al., 2015; CHEN et al., 2021).

Os resultados da citometria de fluxo, método este escolhido devido sua alta capacidade
de deteccdo e sensibilidade, demonstraram que os VHHSs reconheceram as duas fosfolipases
isoladas, bem como outras proteinas do veneno de B. jararacussu, resultado semelhante ao
trabalho de Prado et al. (2016) que selecionou VHHSs ativos capazes de reconhecer as mesmas
fosfolipases BthTX-I e BthTX-II, inibindo e neutralizando seus efeitos miotdxicos.

Morais (2016) ao utilizar o mesmo clone do presente estudo (KF498607) também
observou afinidade a BthTX-1 e BthTX-Il inibindo a atividade fosfolipasica. O ensaio in vivo
com camundongos indicou a diminuicdo da atividade miotdxica e reducdo do edema formado
durante o tratamento com o clone KF498607. Os resultados positivos da capacidade de
reconhecimento a proteina nativa pelo VHH anti-fosfolipase expresso em Bacillus subtilis
KO7 sugerem que ha possibilidade destes apresentarem capacidade de inibicdo igual ou
similar em testes in vivo. Para tanto, como perspectivas de trabalhos futuros, serd buscada a
melhoria do processo de purificagdo, como por exemplo, a inser¢éo de caudas que facilitem a
purificacdo da molécula.

Com base no exposto, foi possivel utilizar o Bacillus subtilis KO7 para expressar
VHHs sollveis capazes de reconhecer seus alvos. Este trabalho situa-se como o primeiro
trabalho reportando sucesso na transformacdo de Bacillus subtilis KO7 com o vetor

fagomideo pHEN1 e expressdo de VHHs solveis e funcionais anti-fosfolipase.
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IV. Conclusdo
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A transformacdo de Bacillus subtilis KO7 utilizando o vetor fagomideo pHEN1 foi
bem-sucedida e a expressdo de VHH anti-fosfolipase de B. jararacussu em Bacillus

subtilis KO7 ocorreu apds inducdo overnight tanto com o IPTG como a lactose;

Os VHHs foram expressos na forma soltvel, fator determinante para a utilizacdo em

estudos futuros visando a recuperacao e purificacdo da proteina para uso clinico;

A avaliacdo dos VHHs anti-fosfolipase frente as toxinas isoladas e veneno total de B.
jararacussu mostrou um alto reconhecimento principalmente contra BthTX-I e
BthTX-Il, o que indica que a proteina foi expressa sem comprometimento de sua
estrutura e funcdo bioldgica;

O método apresentado utilizando Bacillus subtilis KO7 como hospedeiro sugere como
uma nova alternativa para a producdo de fragmentos de anticorpos VHHSs sollveis e

funcionais.
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