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Tabela de aminoacidos

Aminoacido Simbolo de uma Simbolo de trés Massa
letra letras monoisotdpica do
residuo (Da)

Acido aspartico D Asp 115.026
Acido glutamico E Glu 129.042
Alanina A Ala 71.037
Arginina R Arg 156.101
Asparagina N Asp 114.042
Cisteina C Cys 103.009
Fenilalanina F Phe 147.068
Glicina G Gly 57.021
Glutamina Q Gln 128.058
Histidina H His 137.058
Isoleucina I Iso 113.084
Leucina L Leu 113.084
Lisina K Lys 128.094
Metionina M Met 131.040
Prolina P Pro 97.052
Serina S Ser 87.032
Tirosina Y Tyr 163.063
Treonina T Thr 101.047
Triptofano w Trp 186.079
Valina A% Val 99.068




ABREVIACOES

AMP — peptideos antimicrobianos, do inglés antimicrobial peptides.

At - Arabidopsis thaliana, nome cientifico de uma espécie vegetal modelo.
bp — pares de base, do inglés base pairs

°C — graus Celsius

Cc — Coffea canephora, nome cientifico de uma das espécies de café

CT — calcitonina

Da — Dalton

DNA — acido desoxiribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid

DS 01 — dermaseptina 01

DTT — ditiotreitol, do inglés dithiothreitol

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético, do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid
ESI - Ionizagdo por Eletro-Spray, do inglés Electron Spray lonization

g - grama

Gr - Gossypium raymondii, nome cientifico de uma das espécies de algodao
GST — glutationa-S-transferase

h - hora

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés High Performance Liquid
Chromatography

IMAC — Cromatografia de Afinidade por Metal Imobilizado, do inglés Immobilized Metal
Affinity Chromatography

IPTG - isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
k - quilo, 10°

LB — Luria-Bertani, meio de cultura
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MALDI — Dessor¢ao/ ionizagao a laser assistida por matriz, do inglés Matrix Assisted Laser

Desorption/ lonization

mAU — mili unidades arbitrarias, do inglés milli arbitrary units

MIC — concentragdo inibitoria minima, do inglés minimal inhibitory concentration
min. - minutos

MS — Espectrometria de Massa, do inglés Mass Spectrometry

mV — milivolt, unidade de potencial elétrico

m/z — razao massa/carga, do inglés mass to charge ratio

0.D.s00 — densidade Optica a 600 nm, do inglés optic density

PAI — Peptideos Antimicrobianos Intragénicos

PCR — reacdo em cadeia da polimerase, do inglés Polymerase Chain Reaction

PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonila, do inglés phenylmethylsulfonyl fluoride. Inibidor de

protease.
p/v — peso/volume
Q — Analisador do tipo Quadrupolo, do inglés Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometer

SDS-PAGE — eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecil-sulfato de sdédio, do inglés
sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SPPS - Sintese de Peptideos em Fase Solida, do inglés Solid Phase Peptide Synthesis
TAE — tampao tris-acetato-EDTA

Tc - Theobroma cacao, nome cientifico do cacau.

TFA — &cido trifluoracético, do inglés trifluoracetic acid

TOF — Analisador por Tempo de Voo, do inglés Time of Flight

V —volt, unidade de potencial elétrico

v/v — volume/volume

a-ciano — acido a-cyano-4-hidroxicinamico, do inglés a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
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RESUMO

As proteinas podem conter sequéncias internas de peptideos com atividades biologicas que
variam desde a¢do antioxidante a anti-inflamatoria e opioide. Os peptideos provenientes de
sequéncias internas de proteinas com atividades semelhantes aos antimicrobianos (PAM),
presentes em varias espécies, tém sido sistematicamente investigados, devido ao seu amplo
espectro de agdo contra fungos e bactérias, principalmente. Desse fato experimental inconteste,
surgiu entdo o conceito de Peptideos Intragénicos (PI), peptideos antimicrobianos, ou com
outras atividades bioldgicas que estavam “encriptados” em sequéncias tipicamente
reconhecidas como tdo-somente codificadoras de proteinas detentoras das mais variadas
fungdes bioldgicas no genoma de iniimeros seres vivos. Um trabalho anterior de nosso grupo
validou a acdo de seis dos PI antimicrobianos (Gr01, Gr02, TcO1, Tc02, At01 e At04) usados
nessa pesquisa e encontrados nos genomas do cacau (7Theobroma cacao), algodao (Gossypium
raimondii) e Arabidopsis thaliana. Eles foram identificados usando o Kamal, software que faz
buscas em bancos de sequéncias de proteina por padrdes de sequéncias de aminoacidos que
apresentem caracteristicas fisico-quimicas compativeis com a atividade bioldgica de interesse.
A hipétese do presente estudo é de que seria possivel “reencriptar” esses peptideos em uma
forma génica diferente daquelas nas quais eles foram encontrados e remodelé-los numa nova
forma de estruturas proteicas quiméricas para que, possivelmente, sua atividade bioldgica fosse
silenciada temporariamente e, com isso, possibilitasse uma estratégia para expressao heterdloga
em Escherichia coli. Ademais, foram produzidos de forma recombinante dois peptideos
encriptados provenientes do genoma do café¢ (Coffea canephora): Cc00 e Ccll, ambos
putativamente bioativos para outra atividade de interesse do grupo. Surpreendentemente, Ccl1
mostrou atividade antimicrobiana. Neste trabalho, foram produzidas e detectadas por Western
Blot duas quimeras antimicrobianas contendo esses peptideos. A quimera GST Gr01 foi
parcialmente produzida, purificada e sequenciada. Como validagdo do sistema de expressao, o
peptideo ndo antimicrobiano Cc00 foi produzido e parcialmente sequenciado por MALDI-
TOF/MS. Verificou-se que o peptideo foi completamente processado e integralmente expresso,
apresentando os residuos correspondentes ao encontrado no genoma e a massa molecular
predita. Ademais, em Komogataella phaffii, outro modelo de trabalho, foi observado inibicao
do crescimento da levedura induzida para expressdo do PAM de anfibio DS 01. Um ensaio de

MIC preliminar demonstrou a susceptibilidade de K. phaffii a DS 01.
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ABSTRACT

Proteins may contain internal peptide sequences within then presenting biological activities
ranging from antioxidant to anti-inflammatory, and opioid action. Peptides originating from
internal protein sequences with antimicrobial-like activities (AMP), present in several species,
have been systematically investigated due to their broad spectrum of action against fungi and
bacteria, mainly. This indisputable experimental fact gave rise to the concept of Intragenic
Peptides (IP), antimicrobial peptides, or peptides with other biological activities that were
“encrypted” in sequences typically recognized as encoding simply proteins with the most
varied biological functions in the genome of numerous living beings. A previous work carried
by our group validated the action of six of the antimicrobial PI (Gr01, Gr02, Tc01, Tc02, At01,
and At04) used in this research, and found in the genomes of cocoa (Theobroma cacao), cotton
(Gossypium raimondii), and Arabidopsis thaliana. They were found using Kamal software that
searches protein sequence banks for amino acid sequence patterns that present physicochemical
characteristics compatible with the biological activity of interest. The hypothesis of the present
study is that it would be possible to “re-encrypt” these peptides in a different gene form from
those in which they were found, and remodel them into a new form of chimeric protein
structures. Therefore, their biological activity could possibly be temporarily silenced, enabling
so a strategy for heterologous expression in Escherichia coli. Furthermore, two encrypted
peptides from the coffee genome (Coffea canephora) were recombinantly produced: Cc00 and
Ccl1, both putatively bioactive for another activity of interest to the group. Surprisingly, Ccl1
showed antimicrobial activity. In this work, two antimicrobial chimeras containing these
peptides were produced, and detected by Western Blot. The chimera GST Gr01 was partially
produced, purified, and sequenced. As a validation of the expression system, the non-
antimicrobial peptide Cc00 was produced and partially sequenced by MALDI-TOF/MS. It was
verified that the peptide was completely processed and fully expressed, presenting the residues
corresponding to those found in the genome and the predicted molecular mass. Furthermore, in
Komogataella phaffii, another working model, inhibition of yeast growth induced for
expression of amphibian AMP DS 01 was observed. A preliminary MIC assay demonstrated
the susceptibility of K. phaffii to DS 01.
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PREFACIO

A ciéncia ¢ o estudo dos fendmenos pelas suas causas. Os peptideos antimicrobianos
membranoativos sdo sequéncias de residuos de aminodcidos capazes de se estruturarem em
uma alfa-hélice anfifilica em meios apolares e comprometer a integridade de membranas
celulares de microrganismos. Estas macromoléculas estdo presentes em plantas, anfibios,
insetos, mamiferos € mesmo os proprios microrganismos como bactérias e fungos. Entre outros
aspectos, tém sido investigadas as causas dos mecanismos da agao antimicrobiana dos PAM e
quais elementos compdem a esséncia destas macromoléculas, isto ¢, os residuos de aminoacido
necessarios para sua atividade, sua estrutura ¢ a ordem em que se apresentam, além de sua

interagdo com o microrganismo vetor de expressao.

O desenvolvimento da biotecnologia permitiu a expressdo heterdloga de diversas
proteinas. Além disso, novos peptideos antimicrobianos foram descobertos encriptados em
sequéncias internas das proteinas dos seres vivos, sendo este conhecimento somado ao dos
peptideos antimicrobianos fisiologicamente produzidos. Outrossim, se tornou possivel o
desenho de proteinas quiméricas com multiplos dominios para a sua produgdo, purificagao,
entrega e acdo bioldgica. No presente trabalho, foram produzidas proteinas quiméricas
contendo peptideos antimicrobianos originalmente encriptados em proteinas de plantas com
diferentes bioatividades. Também buscou-se expressar um peptideo antimicrobiano encontrado
na secrecao cutanea de um anfibio usando uma via de processamento de levedura. O fenomeno

da producao destas macromoléculas foi investigado através de diferentes experimentos.

O primeiro capitulo trata da expressdo de trés quimeras antimicrobianas e dois
peptideos putativamente bioativos recombinantes em Escherichia coli, que foram inspirados
em peptideos encriptados em genomas de plantas. Os peptideos antimicrobianos encontrados
no cacau, algoddo e Arabidopsis thaliana foram “re-encriptados” nas quimeras. As proteinas
quiméricas recombinantes apresentaram atividade antimicrobiana potente. O sistema de

producdo testado foi validado pela expressdo integral de um dos peptideos encontrados no café.

O segundo capitulo explora a produ¢do do peptideo antimicrobiano dermaseptina 01, a
DS 01, originalmente produzida por um anfibio do Cerrado, em Komagataella phaffii (Pichia
pastoris). A construcao desenhada contém quatro modulos génicos da DS 01 separados por
sitios de clivagem, inspirados na via de processamento do fator alfa de leveduras. Observou-se
a resposta da levedura a produ¢do do PAM sob dois promotores, um constitutivo € um

induzivel. Em ambos os casos, o produto heterélogo demonstrou atividade antimicrobiana.
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CAPITULO I

Expressao heterdloga em Escherichia coli de proteinas quimérica contendo peptideos

antimicrobianos de origem intragénica de genomas de plantas

1. INTRODUCAO
1.1 Ato, poténcia e peptideos bioativos encriptados

Aristoteles, um dos maiores filosofos que a humanidade conheceu, nasceu em Estagira,
atual Grécia, e viveu entre 384 e 322 a.C. Ele apresentou os conceitos de ato e de poténcia em
suas célebres obras a “Fisica” e a “Metafisica”. Para melhor compreender tais conceitos, &
importante saber que matéria, por definicao, tudo aquilo que ocupa lugar no espago, ¢ um dos
componentes da substdncia. Substancia, em Aristoteles, ¢ tudo aquilo que é composto
por matéria e forma. Forma, por sua vez, ¢ um ente metafisico que ao se associar a matéria
caracteriza um dado ser, definindo os limites da matéria, conferindo-lhe propriedades
especificas e, portanto, identidade. O conceito de poténcia aristotélico pode ser definido como
as possibilidades (graus de liberdade) de mudancas ainda por acontecer que um dado ente esta
sujeito. Em outras palavras, o conjunto de um possivel devir daquele ser atualizado por meio
de um ou mais atos, sejam estes intrinsecos ou extrinsecos ao proprio ser. Pode-se ainda dizer
que poténcia ¢ o ponto de partida do movimento de mudanca que acontece em algo, o anuincio
de que o alvo da acdo pode ser algo diferente do que era inicialmente. Assim, a poténcia
¢ cronologicamente anterior ao ato. Por sua vez, o ato ¢ anterior ontologicamente a poténcia
porque aquele ¢ a causa final, ou o felos, da poténcia. Como escreveu o filosofo em
sua “Metafisica”, ndo € necessario que toda poténcia se torne ato. Algo pode ter poténcias que
permanecem como tal. Por exemplo: imagine-se um bloco de marmore. Este pode ser
trabalhado pelo homem para que se torne uma estatua, uma roda ou degraus de uma escadaria.
Assim, um bloco de marmore, como matéria-prima, tem poténcias para assumir os formatos de

cada um desses objetos, mas ndo se tornara todos a0 mesmo tempo.

Ainda com relagdo ao exemplo do bloco de marmore. Foi visto que seria pouco provavel
que ele fosse transformado em algo além de um dos objetos que o escultor tivesse em mente,
digamos, uma estatua. Note-se que aqui ha intencionalidade. Caso o homem decidisse por fazer
um novo trabalho e, a partir da estatua, esculpisse uma roda, diriamos que as poténcias do bloco
de marmore foram atualizadas para um outro ente com propriedades diferentes das do trabalho
anterior e, portanto, adquiriu uma nova identidade. Ha casos em que o objeto em questdo pode

ter suas poténcias atualizadas continuamente. Com relacao a defini¢ao de ato, trata-se do estado
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concreto de algo, o que €, o que se tornou. Pode-se dizer que o ato ¢ a concretizagao da poténcia.
Voltemos ao bloco de marmore. Ele era, em ato, um bloco de marmore, digamos, retangular.
Ap6s ser trabalhado pelo escultor, suas poténcias foram atualizadas e ele foi transformado em
uma estatua, de modo que ¢, em ato, uma estatua. A poténcia ndo tem substancia, de modo que

nao apresenta matéria, mas o ato sim.

Que relagdo pode haver, porém, entre esses conceitos de filosofia cladssica e a
bioquimica? Especialmente, como as no¢des de matéria e forma, poténcia e ato sdo aplicadas
as moléculas? Pensemos: um mesmo conjunto de quinze aminoacidos t€ém diversas poténcias,
mas se ordenados de modo a formar um peptideo, uma sequéncia de residuos de aminoécido
unidos por ligacdes, chamadas ligagdes peptidicas, torna-se em ato um unico peptideo ou
proteina. Um dado peptideo encerra propriedades fisico-quimicas proprias e diferentes das que
teria caso fosse constituido por outra sequéncia, o que o tornaria mesmo um outro ente. A cada
sequéncia diferente analisada, a macromolécula apresenta atos e poténcias particulares. No caso
de um peptideo: estruturagdo em o-hélice, em estrutura-p ou aleatéria, ganho, perda ou
mudanga de atividade biologica. Em suma, a mesma matéria, os residuos de aminodacido,
podem ser arranjados de diferentes maneiras cada uma das quais constituindo um peptideo

unico que pode assumir uma estrutura definida e propriedades testaveis.

Compreendidos esses conceitos, os peptideos bioativos encriptados sdo sequéncias de
peptideos presentes em sequéncias maiores € que podem apresentar uma determinada atividade
se produzidos em sua forma final ou quando liberados de dentro destas estruturas proteicas para
se tornarem, entdo, o ente intencionado. Os peptideos bioativos encriptados podem ser
disponibilizados por lise com proteases, como diversos grupos ja demonstraram (Santos et al.,
2023; Silva et al., 2017; Zioudrou, 1979). O material explorado para se encontrar novos

peptideos € o proprio conteudo proteico dos seres vivos.

E possivel realizar buscas em bancos de dados de proteinas por peptideos usando
parametros definidos como carga liquida total e hidrofobicidade para encontrar peptideos com
a atividade antimicrobiana. Mesmo genomas sequenciados podem ser indiretamente usados
como base de buscas, porquanto ¢ possivel buscar por peptideos bioativos encriptados em
proteinas conhecidas e tedricas a partir da tradugdo para proteinas feita a partir da sequéncia de
acidos nucleicos. Isso ja foi demonstrado pelo nosso grupo, que encontrou peptideos com
atividade antimicrobiana em genomas de diferentes plantas (Ramada, 2016). Os peptideos

encriptados usados naquele trabalho foram descobertos na sequéncia de proteinas como
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citocromo e de proteinas tedricas (Brand et al., 2018; Ramada et al., 2017). Outros estudos
também descobriram peptideos bioencriptados na lactoferina, lisozima, trombina, dentre outras
proteinas (Bellamy et al., 1992; Ibrahim et al., 2011; Papareddy et al., 2010, Pizzo et al., 2018).
O peptideo antimicrobiano buforina, por exemplo, ¢ um fragmento liberado das histonas H2A
de anfibios do género Bufo (Park ef al., 1996). Dentro de sua sequéncia, a proteina original
possui um ou mais peptideos bioativos em potencial e, uma vez identificada e conhecida a
forma destes, os mesmos podem entdo ser produzidos em sua forma final e terem sua atividade
biologica verificada. Porém, na atividade cientifica sempre surgem novas perguntas, dentre

elas: ¢ possivel tornar novamente o ato uma poténcia?

1.2. Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (PAM) sdo sequéncias peptidicas curtas, de até 100
residuos de aminoacido, capazes de provocar a morte celular ou inibir o crescimento de
microrganismos (Wang et al., 2016; Zhang et al., 2019). Em sua maioria, sio moléculas
catidnicas, bésicas e com elevado contetido de residuos de lisina e de glicina (Agrillo et al.,
2023; Pirtskhalava et al., 2021). No caso de PAM membranoliticos, eles agem ao interagirem
com as membranas fosfolipidicas das células, o que compromete sua integridade e provoca a
morte celular. Em geral, os PAM possuem amplo espectro de agdo, sendo ativos contra
bactérias, fungos e protozoarios (Bahar & Rem, 2013; Tossi et al., 2000). Para os peptideos
membranoliticos, ndo hd um alvo celular especifico. Por essa razdo, acredita-se que os PAM
podem causar menos eventos de resisténcia que os antibioticos tradicionais (Chen & Jiang,
2023; Zasloff, 2002). Contudo, mudangas na carga da superficie dos microrganismos,
altera¢des na composi¢do de LPS e o aumento na produgdo de enzimas proteoliticas tem sido
observados como mecanismos para adaptagdo aos PAM (Brodgen, 2005; Travkova et al., 2017,
Yeaman & Yount, 2003). Essas moléculas sdao encontradas nas mais diversas classes de seres
vivos: bactérias, fungos, plantas, insetos, peixes, anfibios, aves e mamiferos, estando presentes

de forma ubiqua na natureza (Hancock & Diamond, 2000; Zhao et al., 2013).

A histdria da descoberta e pesquisa de moléculas antimicrobianas passou por diversas
etapas. A primeira proteina antimicrobiana a ser descoberta foi a lisozima (Fleming, 1922).
Nessa mesma época, também ocorreu a descoberta de diversos agentes antimicrobianos nao-
ribossdmicos (Wang ef al., 2016). O primeiro peptideo antimicrobiano a ser descoberto foi a
gramicidina, descoberta em 1939. A segunda etapa foi caracterizada pela descoberta de diversos

peptideos antimicrobianos que vieram a ser amplamente estudados, como as magaininas,
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cecropinas, defensinas, lactoferrina do leite, catelicidinas e melitinas (Wang et al., 2016;
Zasloff, 1987). A terceira época de descoberta dos PAM comegou com a expansao das ciéncias

gendmicas e 0 avango no estudo das proteinas.

Os peptideos antimicrobianos podem ser classificados de varios modos, de acordo com
seu organismo de origem, pela sua estrutura terciaria e por seu modo de agdo. Os PAM podem
assumir diversas estruturas, como a-hélices, estruturas-f ou uma estrutura em loop (Bahar &
Rem, 2013). No caso da classe de peptideos antimicrobianos a-helicoidais, estes sao anfifilicos,
possuindo um lado da hélice populada majoritariamente por residuos de aminoacido polares
carregados positivamente e a outra metade por residuos apolares. H4 também peptideos
antimicrobianos anidnicos. Os peptideos a-helicoidais adquirem sua estrutura ao interagirem
com membranas bacterianas, mas em agua possuem estrutura aleatoria (Blotnick et al., 2017;

Dathe & Wieprecht, 1999).

Os seres vivos possuem PAM como parte da sua imunidade inata (Hancock, 2001).
Essas moléculas podem ser produzidas tanto constitutivamente como em resposta a infecgdes
ou ferimentos (Blotnick et al., 2017). E possivel tomar por exemplo os anfibios, que, como
explicita o proprio nome da classe, Amphibia, deriva do grego, da jun¢do do prefixo ape
(amphi) que significa “dois”, “ambos” e Piog (bios), “vida”. Isso porque esses animais vivem
na dgua e no ambiente terrestre. Os anfibios possuem pele imida e bastante exposta para a
realizacdo de trocas gasosas. Os peptideos antimicrobianos sdo uma peca fundamental para
evitar a proliferacdo de microrganismos e infecgdes nesse cendrio (Ladram & Nicholas, 2016).
Hé evidéncias de que os PAM facilitam a agdo das toxinas de alguns animais (Raaymakers et
al., 2017). Os peptideos, ndo apenas antimicrobianos, mas também outros, como hormonios
peptidicos, em geral sdo produzidos com como pré-pro-proteinas que sofrem processamento
nas células, liberando o peptideo final ativo (Pierre et al., 2000; Shinnar et al., 2003). Para além
da atividade antimicrobiana, os AMP também possuem atividades imunomodulatorias como

anti-inflamatorias, neutralizantes de LPS, e angiogénicas (Brand et al., 2019; Javed et al., 2024;

Taniguchi et al., 2017).

1.3. Mecanismos de acio dos peptideos antimicrobianos membrano-ativos

Alguns peptideos antimicrobianos comprometem a integridade da membrana celular
enquanto outros agem em alvos intracelulares. Os que agem dentro da célula, atuam impedindo
a sintese proteica, de DNA, de RNA, da parede celular ou o ainda o dobramento de proteinas

mediado por chaperonas (Jenssen et al., 2006; Nicholas, 2009). Os PAM membranoliticos, por
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serem em geral positivamente carregados, atuam nas membranas negativamente carregadas dos
microrganismos. Eles costumam ndo afetar as membranas dos animais, que apresentam
concentragdes diferentes de colesterol (Yeaman & Yount, 2003). H4 uma hipdtese de que tal
classe de moléculas ndo possuia atividade antimicrobiana como fung¢ao primaria quando surgiu
(Fahmy et al., 2023). At¢ o momento, ndo ¢ conhecido o exato mecanismo pelo qual os
peptideos antimicrobianos membranoliticos interagem com a membrana celular e
comprometem sua integridade. No entanto, alguns modelos foram propostos, mas todos
carecem de evidéncias mais robustas que correspondam a realidade. Apesar disso, todos eles
parecem concordar que como requisito minimo, ¢ importante que haja uma estruturagdo total
ou parcialmente anfifilica da cadeia polipeptidica, carga liquida positiva para que o peptideo
possa se inserir na membrana fosfolipidica. Sabe-se que existe um limite minimo de extensao
dos PAM, ou seja, s3o necessarios a0 menos seis ou sete residuos de aminoacido para que haja
a formacdo de dois passos de uma hélice anfifilica (Bahar & Rem, 2013). Os modelos mais
difundidos até o momento sdo apresentados a seguir. Os modelos barril e poro toroidal preveem
a formacao de poros na membrana durante a agdo dos PAM, ao passo que o modelo semelhante
ao carpete apresenta um mecanismo de comprometimento da integridade da membrana ndo

mediado por poros, mas pelo englobamento de trechos da membrana.
Modelo Semelhante ao Carpete (Carpet-Like Model)

Neste modelo, os peptideos interagiriam com a regido hidrofilica dos fosfolipideos de
membrana, chamados de grupamento cabeca. O inicio da interagdo se iniciaria a partir de
peptideos individuais ou de oligdmeros destes. Os PAM ficarim orientados perpendicularmente
a membrana e em uma posi¢ao semelhante a objetos deitados sobre um carpete (Figura 1.a.).
Os peptideos, ao atingirem determinada concentragdo seriam adsorvidos pela membrana. Eles
se reorientariam e voltariam a face hidrofobica da hélice para a cadeia apolar dos lipideos e a
face hidrofilica para o grupamento cabega, com a qual interagiriam durante todo o processo.
Os peptideos promoveriam uma tensdo na membrana que causaria o seu rompimento (Shai,
2002). A ruptura total seria devido a curvatura exacerbada provocada na membrana e poderia
ser precedida pela formacao de poros transientes, devido a translocacdo de peptideos da face
externa para a face interna da membrana celular. O trabalho de Papo e colaboradores (2002)
traz imagens de microscopia que corroboram esse modelo nas espécies de bactérias E. coli e
Pseudomonas aeruginosa tratadas com peptideos antimicrobianos a-helicoidais. Chen e
colaboradores (2023) demonstraram a alta probabilidade de o peptideo sintético pepD2M agir

segundo esse modelo em E. coli.
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Modelo Semelhante ao Detergente (Detergent-Like Model)

Como o proprio nome do modelo anuncia, os AMP desestruturariam a membrana
fosfolipidica dissolvendo os fosfolipideos de um modo semelhante a moléculas detergentes
(Bechinger & Lohner, 2006; Chen et al., 2023). Os proprios peptideos formariam micelas entre
si (Bechinger & Lohner, 2006). A agdo dos PAM aqui comega na intercalagdo destes com a
bicamada lipidica (Bechinger & Lohner, 2006). A partir do momento que s3o dissolvidos em
micelas peptidicas, os componentes fosfolipidicos ndo comporiam mais a membrana celular.
Além da perda da barreira lipidica em si, a desintegracio da membrana celular também
abarcaria a perda do gradiente eletroquimico transmembrana e a perda dos componentes
citoplasmaticos (Bechinger & Lohner, 2006; Brand, 2007). Um caso interessante desse modelo
¢ o da warnericina RK, peptideo ativo contra o género Legionella. Foi mostrado que a bactéria
L. pneumophila é pelo menos dez vezes mais sensivel a detergentes que E. coli, Staphylococcus
aureus € Salmonella typhimurium e que o peptideo atuaria nela por esse modelo (Verdon ef al.,

2009).
Modelo Barril (Barrel-Stave Model)

Neste modelo ¢ proposto que os peptideos antimicrobianos a-helicoidais interagiriam
com a membrana e entre eles proprios e se inseririam na parte mais interna bicamada
fosfolipidica, formando canais ou poros. Para que ocorra a inser¢ao do peptideo na membrana,
ha o requisito que seja hidrofobico, sendo sua interacdo inicial mediada por ligagdes
eletrostaticas (Brodgen, 2005). O lado hidrofobico da hélice ficaria em contato com as cadeias
carbOnicas internas dos lipideos de membrana, enquanto o lado hidrofilico da hélice estaria
voltado para o interior do poro (Shai, 2002), como mostrado na figura 1.b. Por esse canal, com
formato de barril e formado por peptideos, haveria o influxo de solugdes aquosas, e
provavelmente o efluxo de citoplasma para fora da célula. As interagdes predominantes entre
os PAM e a membrana celular sdo regidas pelas interagdes hidrofobicas (Shai, 2002). O poro
formado cresceria mediante o recrutamento de novos mondmeros, que passariam a integra-lo,
aumentando o seu diametro, de modo que haveria o pré-requisito que os peptideos se associem

no estado ligado a membrana (Brand, 2007; Shai, 2002).
Modelo do Poro Toroidal (Toroidal Pore Model)

A diferenca desse modelo para o anterior € que o grupamento cabeca dos fosfolipideos
seria a Unica parte da membrana lipidica que interagiria com os PAM ao longo de todo o

processo de formacdo do poro, mesmo durante a inser¢cdo do peptideo na membrana. Ao se
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inserirem na membrana celular, os peptideos antimicrobianos induziriam a curvatura continua
das monocamadas lipidicas ao longo do poro (Brodgen, 2005). A interagdo com o peptideo
provocaria uma expansao na face externa da membrana e uma contragao na interna. Ademais,
ocorreria o chamado achatamento de membrana, em que haveria a aproximagdo das
extremidades dos fosfolipideos (Omardien et al., 2018). A migragdo de lipideos entre as
camadas (“lipid flip-flop”) também ¢ importante para esse modo de acao, que foi estudada com
um fragmento do peptideo ndo integralmente a-helicoidal sticholisina II (Mesa-Galloso et al.,
2019). Desse modo, hd uma resposta da membrana, que ¢ expressa como uma mudanca
conformacional, a interacdo com o PAM. H4 a formacao de poros por esses peptideos, porém
mais “frouxos” que o modelo barril e intercalados aos grupos cabeca dos fosfolipideos (Nguyen
et al., 2011). Desse modo, o nticleo do canal aquoso seria revestido pelos grupamentos cabega
dos fosfolipideos e pelos peptideos alinhados ao poro (Brodgen, 2005). A curvatura lipidica,
como visto na figura 1.c., conecta os dois lados da membrana. A face polar da hélice dos
peptideos antimicrobianos fica voltada para o grupamento cabega dos fosfolipideos, que € polar

(Brodgen, 2005).

Mudanca de
conformacio

' » : X ) > Ny 1 . ; § *
\ A s Modelo barril

membrana

e
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Modelo semelhante Modelo poro toroidal

ao detergente

Figura 1. Mecanismo de aciio dos peptideos antimicrobianos. Desenho esquematico dos mecanismos de agio

propostos para peptideos antimicrobianos a-helicoidais membranoativos. Imagem adaptada de Huan ez al. (2020).

Modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH)
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Esse modelo coloca em destaque a resposta da membrana celular a interagdo com o
peptideo antimicrobiano a-helicoidal, que promoveria o deslocamento de lipideos, a alteragao
na estrutura da membrana e mesmo a entrada de peptideos na célula, que em certos casos
possuiriam inclusive alvos intracelulares. (Zasloff, 2002). A depender de como se estabelece a
estrutura do poro, a agdo do peptideo poderia acontecer pelo modo proposto pelo modelo do
poro toroidal ou pelo modelo semelhante ao carpete (Bobone et al., 2012). O proprio
mecanismo de permeabilizacdo seria dependente da composicdo lipidica da célula-alvo
(Huang, 2006; Matsuzaki et al., 1998). Segundo Matsuzaki e colaboradores (1991), as
interacdes eletrostaticas definem a afinidade entre os peptideos € a membrana, ao passo que a
fluidez da membrana determina a atividade de perturbacdo desta pelo peptideo. Os peptideos,
sob uma concentracao limiar para a formagdo dos poros, se ligariam de forma paralela a
membrana e promoveriam a sua curvatura e gerariam ondulacdo (Huang, 2006). Apds atingir
uma determinada concentragdo, ocorreria a reorientacao dos peptideos e transi¢do para poros,
também chamados de buracos de minhoca (wormholes), estaveis (Huang, 2006). Bobone e
colaboradores (2012) ponderaram, com base em evidéncias, que ndo € possivel discernir o tipo
de poro formado por um PAM com base unicamente na curvatura intrinseca nem da espessura

da membrana.

1.4. Expressao heterologa de proteinas e de peptideos antimicrobianos

O trabalho dos cientistas Jaques Monod e Frangois Jacob mostrou o funcionamento do
sistema Operon lac e os fundamentos da regulagdo da expressdo génica em bactérias (Jacob &
Monod, 1961). A partir dessa descoberta, e ainda mais apds os anos 1970 com o
desenvolvimento da engenharia genética, abriu-se um mundo de possibilidades para se explorar
a produgdo de proteinas, advindas de muitos seres vivos € com as mais variadas fungdes, nos
microrganismos. Em 1973, Cohen e colaboradores publicaram o desenvolvimento do primeiro
plasmideo recombinante. Mais adiante, a produg¢do de proteinas recombinantes tornou-se
possivel também em plantas e mesmo em animais. Entretanto, ndo se deve esquecer as
limitacdes técnicas e sobretudo as questdes é€ticas envolvidas na pesquisa em biologia
molecular. Foram realizadas conferéncias para discutir as implicacdes éticas do DNA
recombinante, como a Gordon Research Conference on Nucleic Acids (1973) e a Asilomar
Conference (1975). Entre publicacdes de alerta a comunidade cientifica, estd a “Potential
Biohazards of Recombinant DNA Molecules”. Antes desses eventos, na conclusao de seu artigo
de 1961, Monod e Jacob afirmaram que a vida ¢ possivel devido a expressdo ou nao de

determinadas potencialidades, isto ¢, da expressdo ou ndo de determinados genes por certas
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c€lulas. Ou seja, ha uma ordenagao nos acontecimentos genéticos, que mantém a homeostase
e permite o desenvolvimento da vida biologica. Isto posto, comegam a surgir varias e
interessantes perguntas, dentre elas: como sdo escolhidas as “poténcias” genéticas que se
tornardo “atos” proteicos? Sera que genes de proteinas toxicas poderiam ser reconhecidos pelos

microrganismos €, nesse caso, como mecanismos internos impediriam sua expressao?

Para serem estudados com relag@o a sua estrutura, composi¢cdo ¢ o modo de agdo, os
peptideos antimicrobianos devem ser obtidos em quantidades razoaveis, o que pode ser possivel
por meio da expressao heterodloga (Parachin ef al., 2012). A sintese livre de células, ou cell-
free, ¢ uma alternativa para se produzir PAM e outras moléculas toxicas, como venenos animais
(Rivera-de-Torre et al., 2022). Nesta abordagem, extratos de bactérias ou de outros organismos
com 0s componentes essenciais a sintese proteica, como ribossomos, RNA polimerases, ATP e
aminoacidos, sdo incubados e a informacdo genética presente no plasmideo ¢ traduzida.
Contudo, esse método apresenta baixo rendimento e ainda ¢ de alto custo (Rivera-de-Torre et
al., 2022). A produgdo de proteinas e de peptideos via expressao heterdloga tem sido cada vez
mais procurada como alternativa frente a outras formas de obtencdo de PAM, como a extragao

de fontes nativas ¢ a sintese quimica (Roca-Pinilla et al., 2022).

A extracdo de fontes nativas muitas vezes nao € suficiente para se obter a quantidade
desejada de peptideos antimicrobianos, porquanto pequenas concentragdes sdo encontradas na
maioria dos organismos que os produzem (Parachin et al., 2012). Para além, a extragdo requerer
a coleta ou sacrificio dos individuos produtores, o que pode ser laborioso, dispensavel, € nem
sempre resultar em peptideos com alto grau de pureza, o que ¢ importante para sua atividade
(Deng et al., 2017). No que concerne as interagdes com o ambiente, ¢ possivel induzir RNA
mensageiros (mRNA) que carregam sequéncias codificantes de diferentes peptideos
antimicrobianos a partir de mudangas na dieta. Um exemplo disso € o caso da larva da mosca
soldado negro Hermetia illucens que, ao ser alimentada com uma dieta com maior quantidade
de proteina, apresentou maiores niveis de expressdo de PAM, assim como uma maior
diversidade de PAM ao ser alimentada com uma dieta com certa carga de bactérias (Vogel et
al., 2018). Assim, é possivel reconhecer que as moléculas produzidas por um organismo estdo

sujeitas a muitas varidveis, como a sua propria nutri¢ao.

A sintese quimica de peptideos pode ser feita em fase liquida (LPPS) ou fase sélida
(SPPS). Uma vantagem dessa técnica ¢ a possibilidade de se adicionar a cadeia peptidica

aminoacidos raros. E possivel ainda adicionar D-aminoacidos para evitar degradacao
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proteolitica e o reconhecimento pelo sistema imune (Deo et al., 2022). Por outro lado, a sintese
quimica de peptideos usa reagentes caros e poluentes, além de ser um processo laborioso e de
certo risco para a saide humana. Um fator limitante dessa metodologia ¢ a produc¢do de alguns
peptideos glicosilados, fosforilados ou N-metilados e a incorporagdo dos aminodcidos histidina,
cisteina e asparagina a cadeia nascente (Pedersen ef al., 2012). Outrossim, ha a limitagdo na
producao de cadeias muito longas de residuos de aminoacido, mas ha a possibilidade de se
contornar essa questdo fusionando as cadeias com a técnica de Ligagcdo Quimica Nativa, Native

Chemical Ligation (NCL) (Deo ef al., 2022; Rohden et al., 2021).

A expressao heter6loga de peptideos antimicrobianos €, por outro lado, em geral mais
rapida e barata (Li, 2012; Parachin ef al., 2012). Além disso, a produ¢ao heteréloga de PAM
permite explorar e estudar novos peptideos antimicrobianos, seja por meio da produgdo de
analogos dos PAM ja descobertos ou ao se criarem peptideos completamente novos (Piers et
al., 1993). Por fim, a producdo recombinante gera maiores quantidades de peptideos com
relacdo a outras formas de producdo, embora ainda sejam relativamente baixas. Ha fatores
chave a serem considerados ao se optar pela expressdo heteréloga de peptideos
antimicrobianos, dentre eles o organismo de expressdo e a proteina de fusdo para purificacao
(Parachin et al., 2012; Wibowo e Zhao, 2019). As vantagens e desvantagens a serem

consideradas para cada forma de producao de PAM estao sumarizados na Tabela 1.

O vetor de expressdo mais utilizado para a expressao de PAM ¢ a bactéria Gram-
negativa Escherichia coli (Parachin ef al., 2012). Depois das bactérias, o sistema de expressao
mais utilizado sdo as leveduras, que ¢ abordado no segundo capitulo dessa dissertacdo. O
sistema de expressdo recombinante em E. coli apresenta como vantagem ser um organismo de
genética muito bem conhecida, possuir muitos plasmideos ja construidos, linhagens e indutores
comercialmente disponiveis e ser de rapido crescimento (Li et al., 2023). Por outro lado, a
bactéria Bacillus subtilis ¢ menos propensa a formar corpos de inclusdo e ndo possui LPS,
porquanto se trata de uma bactéria Gram-positiva, porém possui menor eficiéncia de
transformagdo (Deo et al., 2022; Li et al., 2023). Para aumentar a eficiéncia da expressao
heterologa, recomenda-se a otimizagao dos cddons do gene da proteina recombinante de acordo
com os tRNA de preferéncia do organismo (Pouresmaeil & Azizi-Dargahlou, 2023). Os codons
que codificam o residuo de arginina, frequentes nos PAM, impactam a expressdao heterologa

em E. coli (McNulty et al., 2003).
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Em casos em que o peptideo antimicrobiano em questao ¢ ativo contra o microrganismo
vetor de expressdo, como o caso dos peptideos produzidos nesse trabalho, faz-se necessario o
uso de estratégias que anulem a atividade antimicrobiana enquanto o peptideo ¢ produzido até
que ele atinja a quantidade desejada para purificagdo ou seja entregue ao alvo (Parachin et al.,
2012). Dentre essas estratégias, se encontra a largamente empregada substitui¢ao de alguns
residuos de aminoacido, para criar novos PAM; a ligacdo dos PAM heter6logos a proteinas
carreadoras maiores como a GST (Glutationa-S-Transferase) e a GFP (Green Fluorescent
Protein) (Lopez-Cano et al., 2022) e a producdo de quimeras de fragmentos de dois PAM

diferentes, o que pode mudar sua especificidade e eficacia (Roca-Pinilla et al., 2022).

Outros aspectos importantes a se considerar sao a solubilidade e a localizacdo da
proteina expressa. Especificamente em E. coli, a formagao proposital de corpos de inclusao da
proteina recombinante ¢ uma estratégia empregada (Li, 2012). Isso por se tratar de agregados
da proteina recombinante praticamente pura, por ser uma estrutura que esconde as proteinas
recombinantes da acdo de proteases intracelulares e por poderem ser facilmente purificados
(Deo et al., 2022; Li, 2012). Algumas proteinas de fusdo sao utilizadas para possibilitar esse
fendmeno de agregacdo. Outras proteinas como a GST, ao contrario, em geral aumentam a

solubilidade das proteinas recombinantes.

Dentre as proteinas de fusdo e tags de purificagdo encontra-se a GST, a tiorredoxina A,
a cauda de residuos de histitina de tamanho variavel (HisTag) e o pequeno modificador
relacionado a ubiquitina (SUMO) (Kim ef al., 2019). A tiorredoxina e a SUMO necessitam de
uma tag adicional de purificagdo ou demandam métodos mais elaborados para o mesmo fim,
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ja a HisTag ¢ uma tag de purificacdo bastante
eficiente, mas ndo ¢ uma proteina de fusdo e possui pequena massa, ndo agindo como
estabilizador e inibidor provavel do antimicrobiano. Por outro lado, a GSTag pode ser utilizada
tanto como proteina de fusdo quanto tag de purificacdo, pois ha colunas de afinidade pela
glutationa para esse fim. N@o apenas a fusdo, mas a cicliza¢gdo de PAM pode protegé-los contra
a acdo de proteases (Lourengo ef al., 2023). A clivagem das proteinas de fusdo pode ser feita
utilizando agentes quimicos ou enzimas, que, em geral, levam a rendimentos mais baixos (Piers

etal., 1993).

Entretanto, o sistema de expressdo em procariotos possui limitagdes, como por exemplo
nao realizar a maioria das modificagdes pds-traducionais como a glicosilagdo e a formagao de

pontes dissulfeto (McElwain et al., 2022). A agregacao de peptideos na forma de corpos de
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inclusdo, quando nao intencional, pode ser outro problema a ser superado para possibilitar a
purificagdao. Por fim, ha a reticéncia de usar E. coli para a producdo de farmacos por ela ser
fonte de endotoxinas, LPS, altamente pré-inflamatorias, que geram resposta pirogénica e até
mesmo choque séptico (Mamat et al., 2015). Ja foram desenvolvidas algumas ferramentas para
superar as limitagdes desse sistema de expressao. Um exemplo ¢ a linhagem de E. coli SHuffle,
que apresenta um estado redox que a torna capaz de formar as pontes dissulfeto das proteinas
no citoplasma, o que normalmente ocorreria apenas no periplasma (Lobstein et al., 2012).
Alguns exemplos de proteinas antimicrobianas recombinantes produzidas sdo a gloverina
proveniente da mariposa Galleria mellonella (GmGlv) expressa em células de Drosophyla
melanogaster linhagem S2, capaz de agir na membrana e nos lipopolissacarideos bacterianos
(Zitzmann et al., 2017), e, em E. coli, a defencina Lc-def, original da lentilha Lens culinaris,
que apresenta 47 residuos de aminoacido (Shenkarev et al., 2014). A Lc-def € ativa contra

fungos, mas ndo contra bactérias Gram-positivas nem Gram-negativas.
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Tabela 1. Meios de obtenc¢ao de peptideos antimicrobianos. Caracteristicas relevantes a serem consideradas para escolha do meio de obtenc@o de peptideos antimicrobianos.

Referéncias: Deo et al., 2022; Roca-Pinilla et al., 2022.

Sistema de produgao

Vantagens

Desvantagens

Obtencdo da fonte nativa (organismo que

produz o peptideo antimicrobiano em

condigdes fisioldgicas)

Indugédo por resposta imune;
Obtencdo do PAM nativo;

Sem citotoxicidade.

Ativagdo por clivagem proteolitica;
Produgio tecido-especifica;

Baixo rendimento.

Sintese quimica de peptideos em fase

solida

Nao ¢ necessario o uso de proteases na
producao;

Processo estabelecido na industria.
Atividade comparavel ou superior as
fontes nativas;

Maior grau de pureza.

Alto custo;
Reagentes toxicos;

Peptideos limitados a cadeias curtas e com restri¢ao de
modifica¢des pos-traducionais (PTM) e aminoacidos pouco
comuns.

Expressdo heteréloga em bactérias

Altos niveis de expressdo;
Baixo custo;
Método bem estabelecido;

Crescimento rapido

Peptideos recombinantes propensos a degradagio proteolitica;
Contaminagdo por endotoxinas;

Naio realiza a maioria das PTM;

Expressao heterdloga em fungos

Realiza PTM;
Secregdo eficiente;
Altos niveis de expressio;

Baixo custo.

Produgdo por fermentagao;
Pode ocorrer hiperglicosilacao;
Crescimento mais lento que bactérias;

Célula dificil de lisar caso o peptideo nao seja secretado.

Expressao heteréloga em plantas

Producdo em larga escala;
Baixo custo;

Realiza PTM.

As modificagdes genéticas sdo mais dificeis;
Longo tempo de crescimento;
Dificuldade de purificagao;

Baixa produgao e baixa estabilidade.
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1.5. Peptideos antimicrobianos encriptados

Os peptideos antimicrobianos intragénicos sdo sequéncias de residuos de aminoacidos
com caracteristicas fisico-quimicas de um peptideo antimicrobiano contidas em sequéncias
maiores ou, em outras palavras, fragmentos internos de sequéncias de nucleotideos, com
potencial de serem peptideos antimicrobianos, presentes nas sequéncias de proteinas maiores.
Algumas dessas proteinas sdo expressas em condigdes fisioldgicas em seus organismos de
origem e outras sao hipotéticas e sua atividade que, caso possuam, ndo ¢ necessariamente
antimicrobiana (Brand et al., 2012). Enquanto contidos nas proteinas maiores, os peptideos
encriptados contribuem para a estruturagdo e, podem contribuir para a fungdo biologica desta
proteina. De acordo com o pensamento aristotélico, podemos dizer que determinadas
sequéncias peptidicas encriptadas no genoma com as caracteristicas de PAM listadas acima sao
peptideos antimicrobianos em poténcia. Sua atualidade decorreria da existéncia da sua forma
final, ou seja, serem produzidos por diversas formas como por exemplo expressdo nativa,

heter6loga ou sintese quimica, como visto.

Muitos peptideos antimicrobianos € hormonios sao produzidos como pré-pro-proteinas
e sdo entdo completamente processados para apresentarem a atividade nativa. Cada vez mais
peptideos antimicrobianos tém sido descobertos em fragmentos de proteinas maiores (Nguyen
et al., 2011). Dentre os peptideos antimicrobianos liberados de proteinas maiores estdo a
lactoferricina e a lactoferrampina, derivados da lactoferrina, e peptideos derivados da caseina,
da mioglobina, lisozima, hemoglobina e histonas (Lueangsakulthai ef al., 2017, Nguyen ef al.,
2011). Uma importante contribui¢do foi a proposi¢ao do conceito de “intragenia”, isto €, a
descoberta de sequéncias codificadoras de peptideos ou de proteinas de interesse em um
organismo e sua expressdo no proprio ser vivo, sem a necessidade de genes exdgenos. Um
exemplo ¢ a descoberta de peptideos antimicrobianos no genoma de Arabidopsis thaliana e sua
posterior expressao na mesma espécie vegetal (Nobrega, 2017). Essa abordagem continua a
empregar peptideos antimicrobianos encriptados, mas ndo cria plantas transgénicas, uma vez

que a sequéncia genética teve sua génese na propria planta (Brand et al., 2012).

Existem varios bancos de dados para os peptideos antimicrobianos naturais e sintéticos
jé descobertos como o Antimicrobial Peptide Database 3 (APD3) (Wang et al., 2016), o
Collection of Antimicrobial Database (CAMP) (Waghu et al., 2014), o Data Repository of
Antimicrobial Peptides (DRAMP) (Fan et al., 2016) e o Linking Antimicrobial Database
(LAMP) (Zhao et al., 2013). O software utilizado para a busca dos PAI usados nesse trabalho
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¢ o Kamal (https://av.cenargen.embrapa.br/Kamal/), desenvolvido por pesquisadores do
Laboratorio de Espectrometria de Massa (LEM), da EMBRAPA CENARGEN. O nome do
software ¢ uma referéncia a um dos primeiros instrumentos de navegacao inventados, usado
para determinar a latitude. O software guia a busca por peptideos desconhecidos no genoma,

conforme parametros estabelecidos.

O Kamal realiza uma varredura nos genomas em busca de peptideos antimicrobianos
utilizando uma janela de valores aceitaveis para parametros que caracterizam essas
macromoléculas como ntimero de residuos, carga liquida total, massa molecular e escala de
hidrofobicidade, listados na tabela 2. Quanto a esses parametros, mais que a helicidade, a carga
liquida total e o comprimento sdo importantes para a atividade dos PAM. Uma busca no
Antimicrobial Peptide Database 3 (APD3), mostrou que cerca a maioria dos PAM ativos
possuem entre 21 e 30 residuos, aproximadamente o tamanho dos PAM parametrizados pelo
Kamal e que aproximadamente 90% possuem comprimento inferior a 50 residuos de

aminoacido (Wang et al., 2016).

1.6. Peptideos antimicrobianos recombinantes e a agricultura

Um dos nomes que hoje ¢ amplamente utilizado para se referir a bactérias e a leveduras
usadas na producdo de proteinas recombinantes ¢ “fabrica celular” ou “cell factories”, em
inglés. Entretanto, deve-se ter cautela ao usar esse termo, pois o controle que se € possivel ter
sobre essas formas de vida ¢ menor e mais imprevisivel do que pensamos. A escala de
complexidade se torna ainda maior quando se pensa na produ¢do de proteinas recombinantes
em plantas e em células de insetos e de mamiferos. Mais ainda, quando o fim ultimo dessa
producdo, ndo importa em qual plataforma seja, ¢ a manuten¢do da satide e da alimentagdo
humanas. Nao obstante, ha crescentes esforcos para se produzir peptideos antimicrobianos em
plantas de interesse agricola para obten¢ao de PAM puros para outras aplicacdes e, ou tao

somente, defender a producdo contra patdgenos comuns.

A cultura do algodao (Gossypium raymondii), planta da familia Malvaceae ¢ de grande
relevancia para a economia brasileira (Figura 2. a.). Segundo a Associacdo Brasileira dos
Produtores de Algoddo (Abrapa), foram exportadas 1.618.194 toneladas de algoddo em 2023,
que gerou uma receita de US$ 3.073.809.164,00. A arvore do cacau (Theobroma cacao) é
bastante comum no sul da Bahia e também pertence a familia Malvaceae (Figura 2. b). De
acordo com a Associacdo Nacional das Industrias Processadoras de Cacau (AIPC), foram

exportadas 455 toneladas de améndoas de cacau e 41.542 toneladas de chocolate no ano de
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2023. A planta Arabidopsis thaliana, familia Brassicaceae, ¢ um dos modelos vegetais mais
utilizados em laboratorio para estudos genéticos, tendo sido a primeira planta a ter o seu
genoma sequenciado. O café ¢ uma das bebidas mais apreciadas e seus graos um dos produtos
agricolas mais valorizados e negociados no mundo. E dessas plantas que vem a inspiragio dos

peptideos encriptados estudados no presente trabalho.

Figura 2. Plantas de interesse para a agricultura brasileira. a. Cultura de algoddo. b. Individuo da espécie do

cacau. Fotografias feitas pela autora da dissertag@o.

Com relagdo ao uso de plantas para a expressdo heterdloga de PAM, embora ainda
representem uma pequena parcela dos organismos de expressao, elas vém sendo cada vez mais
empregadas com essa finalidade (Parachin er al., 2012). As plantas, que sdo vetores de
expressdo de peptideos antimicrobianos para a sua propria defesa, possuem como vantagem
ndo haver necessidade de purificar o peptideo, uma vez que ele ¢ produzido na prépria planta.
Os PAM naturalmente produzidos por plantas sdo de origem ribossdmica e ha a possibilidade
de desenvolver plantas transgé€nicas que expressem esses peptideos e as tornem total ou
parcialmente resistentes a fitopatdgenos (Montesinos, 2007). Ademais, ndo € necessario nem
mesmo que a planta seja transgénica, uma vez que foi formulado o conceito de “intragenia”. A
planta seria entdo transformada com o seu proprio material genético para produzir peptideos

antimicrobianos cuja sequéncia se encontra no seu genoma (Ramada et al., 2017).

Um exemplo de peptideo recombinante de planta expresso em E. coli ¢ a snekina-1

(Kuddus et al., 2017), também expressa pelo mesmo grupo em Pichia pastoris em 2016. Esse
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peptideo ¢ ativo contra bactérias e fungos fitopatogénicos. Uma defensina do milho, MzDef,
foi expressa com sucesso ligada a GST pelo grupo de Al Kashgry e colaboradores (2020). Em
E. coli também foi expresso o peptideo antifingico Ace-AMPI, originado da cebola (A//ium
cepa), fusionado a tiorredoxina (Wu et al., 2011). Usando as proprias plantas como vetor de
expressao também ja foram produzidas a cecropina A no arroz usando a oleosina 18, uma
proteina de reserva, como carreadora (Montesinos et al., 2016). A cecropina produzida no arroz
foi capaz de conferir resisténcia da planta ao fungo Magnaporthe grisea (Coca et al., 2006).
Usando a mesma planta, foram produzidos peptideos antimicrobianos derivados de outro PAM,

BP100, usando expressao regulada (Company et al., 2014).

2. ESTRATEGIA

“Molecular Peptide Tailoring (MT)” ou “alfaiataria molecular de peptideos” ¢ o
desenho de cadeias polipeptidicas a partir da juncdo de diversos moddulos, isto é, sequéncias
génicas de diferentes origens. Cada moédulo pode apresentar uma ou mais fungdes ou atividades
e ser unido a outros para uma determinada finalidade. Atividade catalitica ou sitio de clivagem,
inspirados em sequéncias de diferentes organismos podem ser atributos dos modulos. A
proteina de fusdo Glutationa-S-Transferase (GST) pode, por exemplo, estar unida a uma
proteina funcional originada de um ser vivo diferente do que codifica naturalmente aquela GST,
que por sua vez pode ainda ser fusionada a uma proteina agregadora inspirada em um terceiro
organismo. Ha modulos que podem ser inclusos no desenho de uma proteina com o objetivo
de possibilitar a entrega em determinado local-alvo. Os biofarmacos, por exemplo, possuem
modulos resistentes a degradagdo proteolitica para preservar a integridade da quimera, que
contém sequéncias peptidicas de potencial bioativo. Os pesquisadores, inspirados em peptideos
antimicrobianos e outros peptideos penetradores de células (CPP), sdo capazes de criar novos

peptideos para entrega intracelular de biofarmacos (Feng ef al., 2023).

Ha alguns anos o nosso grupo vem mostrando a eficacia de buscas dirigidas usando
parametros acurados em genomas de plantas e de animais (Brand ef al., 2012; Brand et al.,
2019; Ramada et al., 2017). Os peptideos antimicrobianos intragénicos usados neste trabalho
ja foram produzidos por sintese quimica em fase sdlida por Ramada (Ramada et al., 2016), que,
junto a colaboradores, buscou peptideos antimicrobianos intragénicos (PAI) nos genomas do
algodao (Gossypium raimondii), da planta modelo de estudos genéticos Arabidopsis thaliana,
do cacau (Theobroma cacao), da laranja-doce (Citrus sinensis) € do milho (Zea mays) usando

o Kamal e encontraram varios candidatos. No seu trabalho, esses PAI tiveram sua atividade
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antimicrobiana comprovada e quantificada por ensaios de MIC contra diversos microrganismos
bacterianos e fingicos, dentre os quais espécies patogé€nicas para seres humanos e outras para

plantas de relevancia agricola.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos usados pelo Kamal. Parametros fisico-quimicos aplicados pelo Kamal a

busca dos peptideos antimicrobianos intragénicos produzidos nesse trabalho. Tabela retirada de Ramada (2016).

Parametros fisico-quimicos Janela

Numero de residuos 16-22 aa

Filtro por residuos CeP'

Carga liquida +1 ate +5

Massa Molecular (Da) 1400 ate 4000
Hidrofobicidade escala TM (Zhao & London, 2006) - 0,485 até 0,516
Momento Hidrofobico escala TM (Zhao & London, 2006) 0,516 até 1,267
Agregacdo (Conchillo-Sole et al., 2007) -10 ate +55

Ponto Isoelétrico (Bjellqvist et al., 1993) 9 ate 13

Janela de hidrofobicidade (Kyte & Doolittle, 1982) Max 1 at¢ 3 Min -2 at¢ -0,5

" Exclui peptideos com residuos de cisteina (C) ou prolina (P). Tal filtro foi utilizado pela baixa representativ idade

desses residuos nas sequéncias de AMP utilizadas como arquétipos para a obtencdo dos parimetros fisico-
quimicos.

A hipotese de trabalho € que peptideos intragénicos poderiam ser liberados de proteinas
quiméricas desenhadas por Molecular Peptide Tailoring. A atividade dos PI nao seria
apresentada necessariamente nas proteinas até sua liberagdo. O presente modelo de trabalho ¢
de peptideos antimicrobianos encriptados. As proteinas quiméricas representam, portanto, uma
nova estratégia para o carreamento e expressao de proteinas e peptideos toxicos para o vetor de
expressao. Outrossim, o sistema apresentado também pode, a0 menos teoricamente, ser usado
para a entrega ou “delivery” de farmacos, pois, convém que os PI empregados nas quimeras
ndo apresentem a atividade que lhes é propria, e que também nao sejam degradados até que

cheguem ao sitio-alvo.

Tendo-se compreendido o conceito de peptideos antimicrobianos encriptados e as
possibilidades de sua alfaiataria molecular, vislumbrou-se uma metodologia de ordenamento
estrutural de um ou mais peptideos bioativos encriptados “re-encriptando-os” novamente, mas
em uma proteina inédita que poderia ser produzida via expressao heterdloga em bactérias. Para
tanto, neste trabalho foram montadas e expressas trés proteinas quiméricas e dois peptideos
recombinantes. Cada uma das quimeras contém, em suas sequéncias primadrias resultantes, trés
peptideos antimicrobianos intragénicos ja avaliados por MIC e potentes contra diversos

microrganismos (Ramada, 2016; Ramada ef al., 2017). Quanto a atividade hemolitica, dentre
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os PAI analisados, todos possuem atividade hemolitica igual ou superior a 64 uM, sendo esta
quantidade 12 vezes maior que a necessaria para atividade antibacteriana (Ramada et al., 2017).
Esses PAM estdo estruturados nas quimeras intercalados por sitios de clivagem proteolitica
para a serina protease Glu-C para seu futuro processamento e liberacdo na forma de suas
respectivas sequéncias originais. A cauda de histidina para purificagdao (HisTag) e a proteina de
fusdo, util também para a purificagdo, a glutationa-S-transferase (GST), ambas localizadas na
regido N-terminal, ficam ligadas as proteinas quimérica por meio de um sitio de clivagem para

o fator Xa.

Os peptideos usados nas sequéncias quiméricas Gr0l e Gr02 foram encontrados
encriptados no genoma do algodao (Gossypium raymondii). Nota-se que o codigo dos peptideos
¢ formado pelas iniciais do género e do epiteto especifico que compdem o nome cientifico da
espécie de origem. Os peptideos TcO1 e Tc02 foram encontrados encriptados nas sequéncias
génicas do cacau (Theobroma cacao). Por fim, os peptideos At01 e At04 foram descobertos no
genoma da planta modelo Arabidopsis thaliana. A projecao da a-hélice anfifilica (Helix wheel)

de cada uma dessas moléculas esta ilustrada na figura 3.

Figura 3. Representacao em Helix Wheel dos peptideos antimicrobianos intragénicos. a. At01, b. At04, c.
Gr01, d. Gr02, e. Tc01 e f. Tc02, respectivamente. Os residuos de aminoacido representados em verde sdo apolares
alifaticos, em cinza sdo os polares ndo carregados, vermelho os polares carregados positivamente e em azul os

carregados negativamente. Imagem gerada pelo software Kamal. Adaptada de Ramada et al. (2017).
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A primeira quimera, que foi nomeada Gr01, ¢ constituida dos peptideos Gr01, At04 e
TcO01, nessa ordem, da regido N para a regido C-terminal da proteina. A segunda quimera,
nomeada Tc02, ¢ composta pelos peptideos Tc02, Gr02 e At01, nessa ordem, também da regido
N para a regido C-terminal. A primeira e a segunda quimeras possuem uma cauda de dez
residuos de histidina para purificagdo, um espagador (/inker) e um sitio de clivagem para o
Fator Xa (Figura 4). A terceira quimera ¢ composta pelos mesmos peptideos que compdem a
primeira quimera, mas, ao invés da cauda de histidinas, ela ¢ fusionada a proteina GST, de
modo que foi nomeada GST_Gr01. Estes peptideos foram escolhidos por apresentarem
diferentes valores de MIC contra variados microrganismos e foram organizados de modo a cada
peptideo antimicrobiano encriptado ter sido inspirado em uma espécie de planta diferente dos

demais peptideos que compdem a mesma quimera (Ramada et al., 2017).

Neste mesmo trabalho foram montados e expressos, paralelamente, dois peptideos
intragénicos encontrados no genoma do café (Coffea canephora): Cc00 e Ccll. As projegdes
dos novos peptideos do café estdo representadas na Figura 5. Eles foram encontrados pelo
Kamal usando pardmetros de busca diferentes, para outra atividade bioldgica de interesse do
grupo. Cada sequéncia foi fusionada a uma cauda de histidina N-terminal para possibilitar a
deteccdo e purificagdo dos peptideos recombinantes. As sequéncias, informacdes sobre proteina
de origem, nimero de residuos e massa monoisotopica esperada dos peptideos sdo mostradas

na Tabela 3. As informacdes das proteinas quiméricas sao mostradas na Tabela 4.

Sitia do Fator Xa PAIT PALIL PATIII

| Tag de GST Sitia do Fator Xa PAIT PATIL PATIII

Figura 4. Representacao esquematica das proteinas quiméricas produzidas. As quimeras sdo dotadas uma
cauda N-terminal para purificagdo, que pode ser composta de residuos de histidina (HisTag) ou pela glutationa-S-
transferase (GST). Apos as fags ha um sitio de restrigdo para proteases do virus do tabaco (TEV). Segue-se a essas
regides o sitio de clivagem do Fator Xa, e a sequéncia dos genes dos peptideos antimicrobianos separados entre si

por cinco ou seis residuos de aminoacido para permitir a posterior liberacdo destes peptideos.

Os peptideos que foram anteriormente produzidos por sintese quimica t€ém suas massas
monoisotdpicas, como ja mencionado, mostradas na Tabela 3, pois apenas o produto esperado
deve ser produzido através da sintese quimica em fase solida. Em contrapartida, optou-se por
expressar a massa esperada das quimeras como massa média, porquanto as bactérias produzem

as proteinas quiméricas com varios processamentos, o objetivado e outros, de diferentes



tamanhos, gerando proteoformas. Desse modo, o que ¢ visto nos espectros de massa ¢ uma

distribuicao aproximadamente normal, ndo um pacote de ions.

Figura 5. Representacao em Helix Wheel dos peptideos intragénicos do café (Coffea canephora). a. Cc00 ¢
b. Ccll. Os residuos de aminoacido representados em verde sdo apolares alifaticos; em cinza, sdo os polares nao
carregados. Em vermelho, encontram-se os polares carregados positivamente e em azul os carregados

negativamente. Imagem gerada pelo software Kamal.

Um grande limitante da expressao heteréloga de peptideos, assim como o seu emprego
como farmaco ¢ a sua suscetibilidade a degradagdo. Os peptideos antimicrobianos sio
especialmente propensos a degradagdo (Nguyen et al., 2010). Um aspecto a se superar ¢ a
expressao heterdloga baixas quantidades de peptideos e proteinas antimicrobianas, sobretudo
quando essas sao toxicas para a célula hospedeira (Roca-Pinilla et al., 2022). Assim, o presente
trabalho emprega estratégias para se buscar contornar essas questoes. O primeiro passo para se
compreender os efeitos das proteinas quiméricas e peptideos recombinantes € observar o
fenomeno da sua producao. As quimeras apresentadas foram desenhadas para serem testadas
em sua forma final e para liberarem cada peptideo individual que as compdem. Assim, a
proposta inicial do projeto seria isolar as construgdes inteiras, retirar sua fag por meio de uma
clivagem com o fator Xa e entdo realizar um ensaio antimicrobiano com a quimera. Em um
segundo momento, cada um dos peptideos encriptados seria liberado e purificado realizando-
se outra digestdo, com a serina protease Glu-C, e os PAM poderiam ser usados em ensaios de
MIC de forma isolada ou sinergicamente. Para a construgdo GST Gr01, o sitio de TEV foi
usado porque a enzima que o cliva, a protease do virus do tabaco, ndo ¢ inibida por altas
concentracdes de ureia (Li, 2012), um dos componentes das solugdes de lise. O sistema
bacteriano foi escolhido por ser um sistema de alta producdo de proteinas de proteinas
heter6logas e, também, pelos produtos recombinantes ndo necessitarem de modificagdes pos-
traducionais. Quanto ao vetor de expressdo, foi escolhido o plasmideo pET devido a

possibilidade de um fino controle da expressao e altos niveis de traducdo (Deo ef al., 2022).
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Tabela 3. Peptideos bioativos encriptados. Peptideos bioativos encriptados empregados nesse trabalho e sua proteina e organismo de origem. Modificado de Ramada ef al.

(2017).
Nome do Proteina fonte Organismo Sequéncia do peptideo Numero de Massa Monoisotopica [M+H]*
peptideo residuos

At01 Citocromo P450, familia 87, Arabidopsis GSLHGFMYKYLKNMVLTLF 19 2.261,17 Da

subfamilia A, polipeptideo 2 thaliana
At04 YELLOW STRIPE like Arabidopsis GLYNFIKVLGRTVFGLYKQF 20 2.362,32 Da
thaliana
Gr01 PREDICAO: proteina nio Gossypium GFKLGRKLVKVFKWII 16 1.931,22 Da
caracterizada LOC105765114 raymondii
Gr02 Proteina hipotética Gossypium ANRLLEAYKMLLKFLGNLR 19 2.262,30 Da
B456 _004G254100 raymondii
Tc01 Embrido defectivo 1381 isoforma  Theobroma VALRLAKEVIKVQQGW 16 1.837,09 Da
2 cacao
Tc02 Repeticdo ARM superfamilia Theobroma GKILKYLLYLLRKYANLIIR 20 2.463,54 Da
proteica, isoforma putativa 1 cacao
Cc00 Proteina semelhante a Coffea GTTTTPATPTTATPTTATPTPTINSPTGTS 71 6.756,34 Da
endo13betaglucosidase glucano canephora  PLVTTPSTSSGLGAGGFNNGLGPSGTN
putativa Cc00_g02580 QDMSEAAGRVLLAK
Cell proteina nio caracterizada Coffea GDYFKTEAIEWAWELLTKASAAISTIIL 32 3.603,86 Da
putativa Cc11_g00070 canephora QFST
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Tabela 4. Sequéncia das proteinas quiméricas. Sequéncia das proteinas quiméricas expressas nesse trabalho e dos peptideos que as compdem.

Nome da proteina Peptideos que a Sequéncia da Proteina Massa Média
quimérica compde [M+HT*
Gr01 Gr01; At04; Tc01 MHHHHHHHHHHSSGHIEGRGFKLGRKLVKVFKWIIRDKKERGLYNFIKVLGRTVFGLYK 9.796,50 Da
QFGKDEKVALRLAKEVIKVQQGW
Tc02 Tc02; Gr02; At01 MHHHHHHHHHHSSGHIEGRGKILKYLLYLLRKYANLIIRDKKERANRLLEAYKMLLKFL 10.497,42 Da
GNLRGKDEKGSLHGFMYKYLKNMVLTLF
GST Gr01 Gr01; At04; TcO1 MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYID 34.644,494 Da
GDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRY GVSRIAYSKDFETLKVD
FLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCF
KKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSGGGGGENLYFQAIEGRGFKL
GRKLVKVFKWIIRDKKERGLYNFIKVLGRTVFGLYKQFGKDEKVALRLAKEVIKVQQGW
Cc00 Apenas Cc00 MHHHHHHHHHHSSGHIEGRGTTTTPATPTTATPTTATPTPTINSPTGTSPLVTTPSTSSGLG 9.086,85 Da
AGGFNNGLGPSGTNQDMSEAAGRVLLAK
Cell Apenas Ccll MHHHHHHHHHHSSGHIEGRGDYFKTEAIEWAWELLTKASAAISTIILQFST 5.932,57 Da
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

o Testar a estratégia de molecular peptide tailoring e observar se ha atividade

antimicrobiana nas proteinas quiméricas expressas.

3.2. Objetivos especificos

e Construir os plasmideos de expressdao pET-24a GrO1, pET-24a Tc02, pET-24a Cc00 e
pET-24a Ccll;

e Expressar as proteinas quiméricas Gr0O1, Tc02 e GST _Gr01 e os peptideos Cc00 e Ccl1
em E. coli e detecta-los;

e Purificar e sequenciar pelo menos uma das construgdes.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Linhagens bacterianas

A linhagem bacteriana usada para a etapa de clonagem foi a Escherichia coli (DH5a)
comprada da New England Biolabs (NEB). Seu genotipo possui as seguintes caracteristicas:
fhuA24(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 D80A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17. A expressao heterdloga foi realizada na linhagem de E. coli (KRX) (Promega).
Gendtipo: [F" traD36 AompP proA"B" laclq A(lacZ)M15] AompT endAl recAl gyrA96
(Nal") thi-1 hsdR17 (r, mi") eld” (McrA"), relAl, supE44, A(lac-proAB), A(rhaBAD)::T7
RNA polymerase.

4.2. Vetores, enzimas de restriciio e primers

Os vetores de clonagem utilizados foram os vetores pMG, sintetizados pela empresa
Macrogen, contendo os genes de interesse com otimizagao do uso de cédons para o genoma da
E. coli, para digestdo e clonagem. O vetor pET-24a, que contém um gene de resisténcia ao
antibidtico canamicina (Kan), foi usado como vetor de expressao. O gene da alfa-amilase foi
retirado e em seu lugar foram inseridos os genes das proteinas quiméricas e peptideos, como
esquematizado na Figura 6. Os vetores de expressao contendo os genes de interesse foram
chamados de pET_Gr01, pET Tc02, pET _Cc00 e pET _Ccl1. As enzimas de restri¢ao usadas
para a clonagem foram a Ndel e Xhol (Tabela 5) Ja quimera GST GrOl1 foi clonada
previamente pelo grupo usando Gibson Assembly no vetor pFN2, que contém um gene de

resisténcia a ampicilina (Amp), para remog¢do da HisTag N-terminal proveniente dos vetores
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pMG resultando no vetor pFN2 GST GrO1 (Figura 7). A sequéncia dos primers para

verificacdo da inser¢ao dos genes no vetor pET esta na Tabela 6.

4.3. Solucoes

As solugdes utilizadas neste trabalho, incluindo os meios de cultura estdo listados na

secao “Anexos”.

4.4. Transformaciao bacteriana por choque térmico

Aliquotas de 50 uL de E. coli DH5a foram transformadas com 0,5 puL de cada
plasmideo. Apds a adicdo do DNA plasmidial, as células foram incubadas no gelo por 5 a 10
min. Passado esse tempo, as células foram submetidas a choque térmico em banho maria a
42°C por 30 s e imediatamente incubadas no gelo por 2 min. Entdo, 950 pL de meio SOC foram
adicionados ao tubo contendo as células transformadas e deixadas a 37°C sob agitagao de 150
rpm para recuperagdo. Um volume total de 100 pL células transformadas foram plaqueadas em
meio LB agar suplementados com 50 pg/mL de Canamicina ou 100 ug/mL de Ampicilina de
acordo com a marca de selecdo do plasmideo. As placas foram crescidas em estufa a 34°C

durante a noite.

4.5. Cultura celular

Colonias isoladas foram coletadas a partir das placas de transformagao de meio LB agar,
inoculadas com palitos de dente ou ponteiras autoclavas em 5 mL de LB meio liquido
suplementado com antibidtico e crescidas durante a noite em sob agitacao de 200 rpm e a 37°C,
como pré-indculo. A concentracdo dos antibidticos foi a mesma utilizada nas placas. O indculo
era feito adicionando um volume de pré-indculo correspondente a 1% do volume da cultura em
meio LB. Exemplo, para um volume final de 100mL de cultura (meio LB + células), 1 mL de
pré-indculo era adicionado a 99 mL de meio LB, para 200 mL, 2 mL. O in6culo foi crescido
nas mesmas condi¢des que o pré-indculo, apenas com variagdo na temperatura, como descrito

no item 4.12. deste capitulo.
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a. Xhol
Hdel

pET24a-fis-factorx-Tallor GrOlAt04TeOl
5483 bp

A

Xhol

Ndel

pET24a-his-factorx-Tailor Tc02GrO2AL01
5498 bp

A

INSERT | Replace
FRAGMEMNT |Mdel (5070) — Xhol (6482)

Xhol
1
|

e

2

pET24a-Amylagl
6644 bp

Insert | INSERT||Replace
Ndel (2) — Xhol (253) FRAGMENT |Ndel (so70) — Xhol (6482)

EKhaol

lNdal Xhol

1
B | Tallor_GrolAt4TEOL “

10xHis
spacer Factor Xa site

his-factorx-Grolat04tcDl
258 bp

pPET24a-Amylagl
6644 bp

Insert
Ndel (2) — Xhol (268)

MNdel Xhal

B | Tallor_TCO2GROZATOL

10xHis
spacer Factor Xa site

his-factorx-TCO2ZGROZATOL
273 bp

Figura 6. Representacio esquematica da clonagem dos genes das proteinas quiméricas. a. O gene da quimera Gr01 ¢ clonado no vetor pET-24a em lugar do gene da
alfa-amilase, o vetor de expressdo. b. O gene da quimera Tc02 ¢ clonado no vetor pET-24a em lugar do gene da alfa-amilase, o vetor de expressdo. Imagem gerada pelo

software SnapGene.
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Figura 7. Representacio esquematica dos vetores de expressio. a. pET Cc00; b. pET Ccll e c.

pFN2_GST Gr01. Imagem gerada pelo software SnapGene.

Tabela 5. Informacdes sobre as enzimas de restricao. Codigo, nome, sitio de clivagem e tampao de reacdo das

enzimas de restri¢ao utilizadas neste trabalho.

Codigo Enzima Sitio de clivagem Tampao
ER0581 Ndel CA*TATG Tango
ER0695 Xhol C*TCGAG Tango

Tabela 6. Oligonucleotideos. Nome e sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados nesse trabalho e a sua
finalidade.

Primers Sequéncia 5°-3’ Finalidade

T7F 5’-TAATACGACTCACTATAGGG Confirmag¢do da presenca do
gene de interesse no vetor de

expressao.
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T7 R 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG Confirmagdao da presenca do
gene de interesse no vetor de

expressao.

4.6. Extracao de DNA plasmidial

Foram utilizados 3 mL das culturas bacterianas em meio liquido para cada extragao de
DNA plasmidial em pequena escala (Miniprep). O procedimento foi realizado de acordo com
as instrugdes do kit Pure Yield™ Plasmid Miniprep System (Promega). O DNA plasmidial
extraido da Miniprep foi quantificado com um espectrofotometro Nanodrop Lite Plus (Thermo

Scientific).

4.7. Digestao dos plasmideos com enzimas de restriciao

O DNA plasmidial foi digerido com as enzimas de restrigdo Ndel e Xhol em Tampao

Tango durante aproximadamente 3 h a 37°C.

4.8. Eletroforese de DNA em gel de agarose

A separagdo e visualizagdo dos fragmentos de DNA foi realizada em géis de agarose. O
peso de agarose em gramas correspondente a 1% do volume do gel (p/v) era adicionado a
tampao TAE. A mistura foi aquecida para solubilizagdo e, apds breve esfriamento, SYBR Safe
(1 nL/10 mL de tampado TAE) era adicionado para permitir a visualizagdo do DNA. A mistura
era entdo dispensada em camas para solidificacdo e moldagem do gel. Apds as digestoes, as
amostras eram aplicadas nos pogos. Os géis foram resolvidos por aproximadamente 30min. a
100V. O marcador utilizado foi o 1Kb (Promega). O resultado da corrida foi visualizado com
um fotodocumentador Molecular Imager Gel Doc XR (Biorad) no software ImageLab (Biorad).
As bandas correspondentes aos genes de interesse € ao arcabougo dos vetores de expressao
foram extraidas do gel com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) segundo

as instrugdes do fabricante e quantificadas.

4.9. Ligacao

A ligacdo entre os genes e os arcaboucgos dos vetores de expressdo aconteceu durante a
noite a temperatura ambiente. A enzima usada foi a T4 DNA Ligase (Ref: EL0014,
ThermoFisher) e com o seu respectivo tampao de ligagdo. Aliquotas de 50 uL de Escherichia
coli (KRX) foram transformadas com 2 puL de ligagdo da constru¢do pET GrO1, pET Tc02,
pET Cc00, pET Ccll e pFN2 GST Gr01. Ap6s a transformagao das bactérias com o vetor
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de expressdo, diferentes clones, isto ¢, as diferentes colonias que cresciam na placa eram
separadamente crescidas em 5 mL de meio LB. Parte desse material foi usado para extragao de

DNA para sequenciamento e parte foi armazenado a -80°C em glicerol 20% como estoque.

4.10. Sequenciamento dos plasmideos de expressao

Antes dos experimentos de indugdo, os plasmideos foram extraidos por miniprep,
liofilizados e enviados para sequenciamento pelo método de Sanger na empresa ACTGene

Analises Moleculares (Rio Grande do Sul - RS, Brasil).

4.11. PCR de colonia

Uma pequena parte de cada colonia foi dissolvida em 20 pL de agua. A partir dessa
diluicao, 4 uL foram utilizados como amostra de DNA para a reagdo de PCR. Para uma reagao
de volume final de 20 pL, foram adicionados 100 pmoles de forward primer, 100 pmoles de
reverse primer, 0,5 pL. de ANTP (2mM), 5 uL de tampao GoTaq 5X Buffer (Promega) ¢ 0,1 uL
da Taq Polimerase GoTag (Promega). O tamanho dos amplicons, preditos pelo software

SnapGene, foi verificado por eletroforese em gel de agarose.

4.12. Inducao da expressao heterdloga das proteinas e peptideos

Ap6s a realizag@o do indculo, 0 mesmo era crescido a 200 rpm, a 37 °C até que atingisse
uma O.D.eoo de 0.5. Para as culturas de inducao realizadas um unico dia, era adicionado o
indutor nessa etapa e a cultura crescidas nas mesmas condi¢des por 3 a 4 h. Para as culturas
cuja inducdo foi realizada durante a noite, ao atingir a O.D.¢00 de 0.4, as mesmas eram levadas
para um agitador a 28 °C até que atingissem uma O.D.¢o0 entre 0.5-0.6. Neste ponto, o indutor
era adicionado e as células cresciam durante a noite a 28°C sob as mesmas condi¢des de
agitacdo. A expressao foi induzida pela adi¢ao de ramnose para uma concentragao final 0.1% e
de IPTG para concentragao final 1 mM. O plasmideo pFN2 GST_Gr01 foi induzido apenas

com rammnose.

4.13. Cinética de crescimento

A cada 30 min., I mL da cultura era coletado e colocado em cubetas. Imediatamente, para
evitar o efeito da decantacao das células sobre a leitura, a sua densidade optica a 600 nm era
medida. As leituras foram feitas em um espectrofotometro UV-visivel (UV-1900i, Shimadzu,
Japdo). Antes da leitura de cada amostra, uma leitura de meio LB com antibiotico e sem células

era realizada como branco. Os graficos com as curvas que representam as cinéticas das culturas
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de E. coli induzidas foram plotadas usando a linguagem Python no Software Visual Studio

Code (VS Code).

4.14. Determinacio do peso da cultura celular

Ao final do periodo de indug¢do, todo o volume de cultura celular foi centrifugado a 9.000
rpm, 4°C por 5 min em tubos falcon previamente pesados. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante
foi descartado e os tubos com os pellets foram novamente pesados. O peso de cada pellet,
calculado subtraindo-se o peso dos tubos entre a segunda e a primeira pesagens, foi anotado.
Os pellets foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -20°C até o

momento de uso.

4.15. Eletroforese de proteinas por SDS-PAGE

A expressao foi inicialmente analisada por gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de s6dio
(SDS-PAGE) de acordo com Sambrook e colaboradores (2001). As aliquotas de 1 mL foram
centrifugadas a 4.000 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet dissolvido
em 50uL de tampao de lise e congelado. Antes da aplicagcdo no gel, tampao de corrida 4X foi
adicionado as amostras, as quais foram fervidas a 95°C por Smin. Apos essa etapa as amostras
foram centrifugadas a 15.000 rpm e o sobrenadante foi aplicado nos pogos. O gel de SDS foi
corrido a 100V por aproximadamente 2 h30. Para analise da indu¢do de GST_Gr01 foi feito
um gel de 12% de poliacrilamida, para Gr01, Tc02 e Cc00 de 15% e para Ccl1 de 17,5%.

4.16. Western Blot

As proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF (Whatman) em um
transferidor para Western Blot semi-seco (semi-dry) por 20 min. a 25 V e 550 mA. As
membranas foram bloqueadas durante 1h com TBST contendo 5% de albumina de clara de ovo
de galinha. Também por 1 h, a membrana foi incubada em TBST contendo 1% de albumina de
clara de ovo de galinha e o anticorpo anti-His de coelho conjugado a fosfatase alcalina, diluido
na propor¢do 1:5.000. As membranas foram lavadas trés vezes em TBST, cada lavagem com

duragao de 10min., e entdo reveladas usando 2 mL de uma solu¢ao pronta de NBT/BCIP.

4.17. Cromatografia de afinidade

As amostras foram dissolvidas em tampao salino adequado a coluna na qual seriam
purificadas. O material das indug¢des das quimeras Gr01, Tc02, Cc00 e Ccl1 foi dissolvido em

tampao de lise (fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM e cloridrato de guanidina 6
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M) com o auxilio de um vortex. O material de lise foi centrifugado a 9000 rpm por 5 min. a
4°C. O sobrenadante foi purificado por cromatografia de afinidade por ion metalico (IMAC) e
o pellet descartado. As amostras foram passadas por uma coluna com resina de niquel (Ni*")
HisTrap HP de 1 mL (Cytiva) e eluidas com 5 mL de tampao salino com 500 mM de imidazol,
de acordo com as instruc¢des do fabricante. O material da indugdo de GST Gr01 foi solubilizado
em tampao e fosfato 20mM com inibidor de protease PMSF a 1mM. A lise foi realizada com a
adi¢do de lisozima as amostras, a uma concentragdo final de 0,1 mg/ mL, que foram deixadas
sob leve agitacdo por 30 min. DNAse foi adicionada as amostras, a uma concentragao final de
0,05 mg/ mL, também mantidas sob leve agitacao, por 10 min., para reduzir a viscosidade dos
extratos a serem passados pela coluna. Apds a lise, a amostra foi centrifugada do mesmo modo
descrito para as demais amostras deste topico. O sobrenadante foi purificado em uma coluna
GSTrap HP de 1mL (Cytiva) e eluido com SmL tampao salino de Tris-HCI 50 mM (pH 8.0)
com 10 mM de glutationa reduzida, preparado no momento da elui¢do devido a sensibilidade
da glutationa. As amostras das proteinas purificadas foram diretamente passadas por uma
coluna SPE Strata C18-T (Phenomenex) e eluidas com 1,5 mL de acetonitrila a 95% e

liofilizadas.

4.18. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As cromatografias liquidas de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC) deste trabalho foram
realizadas com monitoramento das amostras nos comprimentos de 216 e 280 nm, para detec¢do
de ligagoes peptidicas e de anéis aromaticos, respectivamente. Do mesmo modo, os solventes
usados, A e B, correspondem respectivamente dgua e acetonitrila acrescidos de 0,1% de TFA
(v/v). Diferentes tampdes de lise e estratégias de purificacdo foram testadas para as proteinas e

estdo esquematizadas na Figura 8.

Os pellets das culturas das quimeras GrO1 e de Tc02 foram dissolvidos em tampao
fosfato 20 mM com 6 M de guanidina e lisadas com o auxilio de um vortex. Os lisados foram
centrifugados a 9.000 rpm por 5 min. a 4°C. Todo volume de sobrenadante das amostras foi
aplicado em uma coluna preparativa preenchida com resina Baker Bond ligada a um sistema
de HPLC preparativo de fase reversa (Shimadzu) durante um gradiente isocratico a 5% de
solvente B com fluxo de 10mL.min'. As amostras foram eluidas isocraticamente com

concentracoes de 20, 60 ¢ 95% de acetonitrila e liofilizadas.

O material seco foi dissolvido em 4gua e analisado por corridas realizadas com as

colunas analiticas C4 de 250 x 4,6 mm (Vydac 214TP) e C18 de 250 x 4,6 mm (Dionex
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218TP54). As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando o método padrao do
laboratorio adequado a cada tipo de coluna que, neste caso, obedece a seguinte configuragao:
nos primeiros Smin. sdo perfeitos com 5% de solvente B, de 5 min. a 40 min. hd um gradiente
de 5 a 95% de solvente B. Assim, a rampa ¢ de 35 min. Por fim, de 40 aos 45min. de anélise a
concentracdo de B permanece constante em 95%, perfazendo um tempo total de corrida de
45min. O fluxo na coluna C4 foi de 1 mL.min™' e na C18 de 1,5 mL.min!. As cromatografias
realizadas com outros métodos serdo indicadas quando referidas. O tempo de retencdo de cada
pico cromatografico de interesse foi anotado e as fragdes coletadas manualmente e liofilizadas

para analise por espectrometria de massa.

O peptideo Cc00 foi purificado com a coluna C18 utilizando a metodologia de analise
cromatografica padrao descrita. As corridas cromatograficas foram analisadas no software LC
Solution (Shimadzu) e os dados exportados em arquivos ASCII (.txt). Os valores foram
normalizados. Os cromatogramas foram plotados graficamente com o software GraphPad
Prism. As amostras de DNA e de proteinas deste trabalho, quando necessario, foram congeladas
em nitrogénio liquido e liofilizadas em um rotoevaporador (LABCONCO). Quando o volume
individual de cada amostra excedia 2 mL, a secagem era feita em um liofilizador LIOTOP

(LABCONCO).

58



Fluxograma das etapas de purificacéo testadas

Cultura de células bacterianas
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Figura 8. Fluxograma das etapas de purificacio testadas. Fluxograma das etapas de purificagdo testadas para as diferentes proteinas produzidas neste trabalho.
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4.19. Reducio, alquilacio e digestao com tripsina (tripsinizacio)

As amostras foram dissolvidas em NH4HCO3 a 50mM e acrescidas de DTT para uma
concentracao final de 100 mM. A reacao foi incubada a 60 °C por 30 min. Apos esse periodo,
areacao foi acrescida iodacetamida a uma concentracgao final de 300 mM e a reagao foi deixada
por 30 min. no escuro. Entdo, foram adicionados Sug de tripsina Gold Sequencing Grade
(Promega) a reagdo, que foi incubada durante 24 h a 37 °C. A reacdo foi armazenada a -20 °C.
Para as amostras de gel SDS-PAGE, a banda de interesse foi cortada usando uma lamina de
bisturi. A banda foi entao transferida para um eppendorf, descorada com 500 pL de acetonitrila
100% e incubada por aproximadamente 4 h. Apds esse periodo, a solugdo descorante foi
substituida por 300 pL de acetonitrila. A amostra foi incubada durante 5 min. a temperatura
ambiente sob agitacdo. A acetonitrila foi retirada do tubo e a amostra seca no rotoevaporador.
Em seguida, a amostra foi incubada a 56 °C por 1 h em 50 pL de DTT a 10 mM diluida em
100mM de NH4HCOs. Apos esse periodo, a solucao foi substituida por S0uL de 55mM de
iodacetamida também preparada em 100 mM de NH4HCO3 e incubada ao abrigo da luz por
45min. Foram realizadas duas lavagens de 10min. em tampao base NH4sHCOs3. O material foi
incubado com acetonitrila como descrito acima e seco no rotoevadorador. A amostra foi
reidratada com 50 pL de 650 ng de tripsina Gold Sequencing Grade (Promega) em 50 mM de
NH4HCO3 por 45 min. no gelo. O sobrenadante foi entdo trocado pela mesma solugdo sem a

tripsina e incubado overnight a 37 °C. A reagdo foi armazenada a -20 °C.

4.20. Digestao com outras enzimas

Ap6s aredugdo e alquilagdo, uma amostra de GST Gr01 foi digerida com a endoproteinase
LysN, em tampao de bicarbonato de amodnio, na razao 1:75 de protease-proteina a ser digerida.
A reagdo aconteceu a 37 °C por 24 h. Outra amostra de GST_Gr01 foi dissolvida em Tris-HCI

(pH 8.3) na concentracao final de 20 mM e digerida com Fator Xa a 25 °C durante a noite.

4.21. Analise das proteinas por Espectrometria de Massa

As amostras foram dissolvidas em dgua e misturadas com matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicindmico (a-CHCA) na propor¢do de 3:1. A matriz foi preparada com 10mg.mL"! de a-
ciano era preparada com 50% (v/v) de acetonitrila € 4gua na mesma proporg¢ao e 0,3% de TFA.
Um volume de 0,8 pL de mistura amostra-matriz foi cristalizada por po¢o em uma placa alvo
para analise por MALDI-TOF/MS. As amostras foram analisadas em um espectrometro de

massa do tipo MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Alemanha) no modo
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linear e no modo refletido, para obten¢do dos espectros de MS. A fragmentacao das amostras
para aquisi¢ao dos espectros de MS/MS e o sequenciamento de novo foi feita no modo LIFT.
Antes das analises, a maquina era calibrada com duas solugdes calibrantes padrao, uma de
peptideos (Peptide Calibration Standard, Bruker Daltonics) e outra de proteinas (Protein
Calibration Standard, Bruker Daltonics), plaqueadas na proporcao 1:9. Os espectros de massa
foram analisados e processados no software FlexAnalysis (Bruker Daltonics). Também foi
realizada calibragdo externa proxima (close external calibration) para a obtencao de espectros
de massa mais acurada para o peptideo Cc00 purificado. A amostra de Cc00 tripsinizada
também foi analizada em um espectrometro do tipo ESI-QTOF. Para tanto, a amostra foi
injetada em um HPLC (Shimadzu) acoplado a um no espectrometro de massa microTOF-Q II
(Bruker Daltonics). Os dados foram analisados e processados no software Compass

DataAnalysis (Bruker Daltonics).

5. RESULTADOS
5.1. Construcao dos plasmideos de expressao

As células de E. coli usadas na etapa de clonagem foram transformadas e crescidas para
isolamento dos plasmideos contendo os genes de interesse desse trabalho. Apos a extracao do
DNA plasmidial dos vetores de sintese, a concentragdo dos plasmideos foi mensurada. O
plasmideo pET-24a-amilag estava a 57,1 ng/uL, pMG-Kan Gr01 a 223,9 ng/uL, pMG-
Kan Tc02 a 243,3 ng/uL, pMG-Kan_Cc00 a 214,5 ng/uL e pMG-Kan Ccl11 a 458,3 ng/uL.

Como ¢ possivel observar na Figura 9, o vetor pET-24a amilag foi completamente
digerido por Ndel e Xhol liberando o fragmento correspondente ao gene da alfa-amilase. Do
mesmo modo, os plasmideos pMG-Kan Gr01 e pMG-Kan Tc02 também liberaram os
fragmentos dos genes da quimera Gr0Ol e da quimera Tc02. O mesmo processo foi repetido
mais adiante no trabalho para os vetores pMG-Kan Cc00 e pMG-Kan_ Ccll, ocorrendo a

liberagdo dos genes das construgdes Cc00 e Ccll, respectivamente, mostrado na Figura 10.
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Figura 9. Gel da digestao dos vetores pET-24a, pKan_Gr01 e pKan_Tc02. Gel de agarose 1% da digestdo dos
vetores pET-24a, pKan_Gr01 e pKan_Tc02 com as enzimas de restrigdo Ndel e Xhol durante 2h a 37°C. Marcador

1Kb (Promega). Volume de marcador aplicado: 5 pL; volume de amostra aplicada: 25uL.
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Figura 10. Gel de agarose da digestdo dos vetores pET-24a, pKan_Cc00 e pKan_Ccl1. Gel de agarose 1% da
digestao dos vetores pET-24a, pKan_Cc00 e pKan_Ccll com as enzimas de restri¢do Ndel e Xhol durante 2 h a
37°C. Marcador 1Kb (Promega). Volume de marcador aplicado: 5 puL; volume de amostra aplicada: 25 uL.

5.2. Confirmacao dos transformantes por PCR de colonia

O arcabouco do vetor pET-24a e cada um dos fragmentos genéticos foram extraidos do
gel. Cada gene foi ligado ao vetor pET com sucesso, passando a constituir os vetores de
expressdo. As bactérias de expressao E. coli (KRX) foram transformadas com esses vetores e
plaqueadas em meio seletivo. Algo que chamou a ateng@o foi o nimero reduzido de colonias
das quimeras antimicrobianos que apareceram nas placas em comparacdo com outras
construgdes ja realizadas no laboratério (dados ndo mostrados). Foram realizadas PCR com dez
colonias de cada construgdo, exceto para a quimera Tc02, para qual foram obtidas apenas seis
colonias, a fim de verificar quais geraram o amplicon de tamanho esperado para cada

construgdo plasmidial. Todos os clones da quimera Gr01 apresentaram amplicon conforme a
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expectativa, correspondente a 433bp (Figura 11). J& para a quimera Tc02, cinco dos seis clones
avaliados apresentaram o produto da amplificagao no tamanho esperado, equivalente a 448 bp
(Figura 12). Para a constru¢ao de Cc00, metade dos clones testados foram positivos, como se
verifica na Figura 13, com aplicon com 457 bp de extensdo. Finalmente, nove dos dez clones
avaliados da construgdo Ccll apresentaram resultados positivos, com primers de 340 bp

(Figura 14).

Mesmo diante do resultado das PCR, alguns clones positivos foram enviados para
sequenciamento por Sanger. Essa escolha se deve ao fato de, mesmo quando o amplicon da
construg¢do apresenta, a primeira vista, o tamanho correto, pode haver mutagdes que alteram
residuos de aminodcido. Essas muta¢des, em maior ou menor medida, comprometem a
integridade da proteina recombinante e, podem até mesmo alterar sua atividade. H4 a
possibilidade de ocorrer ainda mutagdes que retiram ou adicionam novos residuos e, em casos
mais graves, retiram a sequéncia de sua fase de leitura ribossdmica, de modo que ou a proteina
ndo ¢ produzida ou hé a produgdo de algo diferente do esperado. Todos esses eventos ndo sao
visiveis por eletroforese de DNA. Para expressdo heteréloga das proteinas quiméricas, foram
escolhidas coldnias transformadas com plasmideos que ndo apresentaram mutagdes relevantes

para a atividade do produto final nos resultados do sequenciamento.
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Figura 11. PCR para confirmacio dos transformantes de pET_Gr01. Gel de agarose 1% dos produtos da PCR
para confirmacdo das colonias de pET Gr01 transformantes. M. Marcador 1Kb (Promega); 1 a 10. Clones de
pET _Gr01 de 1 a 10; Ctr+. Controle positivo da PCR com o vetor pET-24a; Ctr-. Controle negativo da PCR, a

reacao sem DNA. Volume de marcador aplicado: 5 pL.
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Figura 12. PCR para confirmacio dos transformantes de pET_Tc02. Gel de agarose 1% dos produtos da PCR
para confirmagdo das colonias de pET Tc02 transformantes. M. Marcador 1Kb (Promega); 1 a 6. Clones de
pET Tc02 de 1 a 6; Ctr+. Controle positivo da PCR com o vetor pET-24a; Ctr-. Controle negativo da PCR, a

rea¢do sem DNA. Volume de marcador aplicado: 5 pL.
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Figura 13. PCR para confirmacio dos transformantes de pET_Cc00. Gel de agarose 1% dos produtos da PCR
do vetor de expressdo pET_Cc00 com os forward e reverse primers para o promotor T7. Marcador 1Kb (Promega).
M: Marcador 1Kb (Promega); 1-10: clones de 1 a 10; Ctr+: pET-24a; Ctr-: mix de PCR. Volume de marcador e de

amostras aplicados: 5 pL.
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Figura 14. PCR para confirmacio dos transformantes de pET_Cc11. Gel de agarose 1% dos produtos da PCR
do vetor de expressdo pET Ccl1 com os forward e reverse primers para o promotor T7. Marcador 1Kb (Promega).
M: Marcador 1Kb (Promega); 1-10: clones de 1 a 10; Ctr+: pET-24a; Ctr-: mix de PCR. Volume de marcador e de

amostras aplicados: 5 pL.
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5.3. Confirmacao dos transformantes por digestio com enzimas de restri¢iao

Mais uma estratégia para a confirmagao da integridade dos vetores de expressao foi a
digestdo destes com a enzima de restrigdo Xhol. A inser¢do bem sucedida dos genes das
quimeras faz com que o vetor pET, que as abarca, volte a possuir o sitio de restricdo para essa
enzima. Isso ndo ocorreria caso o vetor de expressdo, por qualquer motivo, houvesse
simplesmente se religado sem a inser¢do do gene. Essa verificagdo foi realizada apenas com os

vetores pET GrO1 e pET Tc02 cujo resultado se vé na Figura 15.
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Figura 15. Digestao de pET-24a_Gr01 e pET-24a_Tc02. Digestdo de pET-24a_Gr01 e pET-24a_Tc02 com Xhol
para verificacdo da transformacdo. Os vetores linearizados sdo bandas de tamanho entre 5 e 6Kb. Caso fosse o
vetor da amilase fechada, ele teria cerca de 6500bp. M: Marcador 1Kb (Promega); 1: pET-24a_Gr01 linearizado;
2: pET-24a_Gr01 intacto; 3. pET-24a Tc02 linearizado e 4: pET-24a_Gr01 intacto.

5.4. Cinética de crescimento

Foram realizadas diversas tentativas de purificacdo dos produtos de expressdo das
quimeras Gr01 e Tc02, como descrito na Figura 8 da metodologia. Diferentes tampdes de lise,
colunas cromatograficas e tempos de indugdo da cultura foram testados. As amostras
purificadas por IMAC, as trés fragdes eluidas a 20, 60 e 95% de acetonitrila da Baker Bond e

posteriores purificagdes por HPLC foram analisadas por espectrometria de massa. Contudo, em
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todas as fragdes analisadas nao foi detectado o produto da expressao heteréloga. Em suma, as
proteinas quiméricas foram produzidas, pois estas foram detectadas mais a frente, mas nao foi

possivel purificé-las.

Nao ter sido possivel purificar as quimeras contendo os peptideos antimicrobianos foi
a primeira evidéncia de que a encriptagao proposta nao “silenciou” a sua atividade. Deste modo,
foram realizados ensaios de cinética de crescimento bacteriano. O propdsito desse experimento
era verificar a evolucao ao longo do tempo da densidade das culturas de bactérias transformadas
e induzidas em compara¢ao com as culturas ndo induzidas. Foi observado que as culturas
produtoras das quimeras antimicrobianas GrO1 e Tc02 apresentaram uma inibicdo em seu
crescimento comparando-se as bactérias ndo induzidas transformadas apds ambas serem
transformadas com os mesmos vetores. Os valores maximos da O.D.s00 das culturas de Gr01 e
Tc02 induzidas sdo inferiores a 60% dos valores maximos de suas respectivas culturas-controle.
Este resultado, embora ndo pré-determinado, poderia ser esperado para as quimeras GrOl e
Tc02, sabidamente compostas por peptideos antimicrobianos. Surpreendentemente, o peptideo
Ccl1, que ndo se sabia ser antimicrobiano, também apresentou atividade antimicrobiana contra
seu vetor de expressdo. As bactérias induzidas cresciam em densidade em alguns momentos e
em outros diminuiam. J4 as bactérias das culturas-controle aumentaram sua densidade a cada
medicao, conforme esperado. Foi verificado que a proteina quimérica GrO1 comprometeu mais
o crescimento da célula de expressdao que Tc02 (Tabelas 7 e 8 e Figuras 16). Outrossim, Ccl11

parece ter uma agao antimicrobiana intermediaria entre GrO1 e Tc02 (Tabela 9 e Figura 16).

Tabela 7. Valores de O.D.00 da cultura de Gr01.Valores de O.D.s00 do crescimento de E. coli (KRX) durante a

indugdo da proteina quimérica Gr01 medidos a cada 30 min. por 3h.

Tempo E. coli KRX transformada E. coli KRX transformada
com pET-Gr01 induzida com pET-Gr01 nao induzida

para a expressao de Gr01

0h 0,570 0,614

30 min. 0,654 0,872
lh 0,639 1,110
1h30 min. 0,643 1,288
2h 0,652 1,355
2h30 min. 0,596 1,428
3h 0,599 1,471
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Tabela 8. Valores de O.D.¢00 da cultura de Tc02. Valores de O.D.s09 do crescimento de E. coli (KRX) durante a

indugdo da proteina quimérica Tc02 medidos a cada 30 min. por 3h.

Tempo E. coli KRX transformada E. coli KRX transformada
com pET-Tc02 induzida para com pET-Tc02 nao induzida
a expressao de Tc02

0h 0,576 0,597
30 min. 0,777 0,820
1h 0,793 1,053
1h30min. 0,796 1,231
2h 0,801 1,350
2h30 min. 0,771 1,461
3h 0,786 1,471

Tabela 9. Valores de O.D.¢o0 da cultura de Cell. Valores de O.D.sp0 do crescimento de E. coli (KRX) durante a

indugdo da proteina quimérica Cc11 medidos a cada 30 min. por 3h.

Tempo E. coli KRX transformada com pET-Ccl1
induzida para a expressao de Ccll

Oh 0,569
30min. 0,752
1h 0,704
1h30min. 0,685
2h 0,682
2h30min. 0,691
3h 0,707
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Figura 16. Grafico com as curvas que representam as cinéticas de E. coli (KRX). Grafico com as curvas que
representam as cinéticas de E. coli (KRX) apés a inducdo da expressdo das proteinas quiméricas Gr0O1, Tc02, da

construgdo Ccll com IPTG e ramnose e de seus controles ndo induzidos a 200rpm, 37°C durante 3h.

Nao foi realizado um experimento de cinética para GST Gr01, mas fez-se medi¢des da
0.D.600 da cultura induzida durante a noite e a massa celular também foi menor que os controles
(Tabela 10). Deste modo, a quimera fusionada & GST também parece apresentar atividade
antimicrobiana, embora de maneira mais branda. Ademais, foram comparadas as massas das
c€lulas controle e coletadas com a massa celular das culturas induzidas por 4h e durante a noite
(Tabelas 11.) A massa de células da cultura-controle ¢ maior, em valores brutos, que a massa

de qualquer uma das culturas induzidas.

Tabela 10. Valores de O.D.¢00 das culturas crescidas durante a noite. O.D.600 das culturas de Gr01, Tc02 e

GST_Gr01 apos indugdo durante a noite (overnight).

Cultura 0O.D.s00
Gr01 0,404
Tc02 0,600

GST _Gr01 0,935
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Tabela 11. Massa das células das culturas induzidas. Massa celular, em miligramas, de culturas de 100mL apoés

o periodo de indugéo de 3h.

Cultura Massa celular (mg)
Gr01 induzida 480
GST _Gr01 induzida 480
Tc02 induzida 570
Controle negativo 840

(Tc02 nao induzida)

5.5. Deteccao das proteinas

Apds os experimentos de cinética de crescimento bacteriano, buscou-se a deteccao das
proteinas quiméricas produzidas. Ciente de que, devido a grande morte celular observada
decorrente da agdo antimicrobiana, seria provavel encontrar uma baixa concentracdo de
proteinas heter6logas na cultura, foram coletadas fragdes da cultura a cada 30 minutos de
crescimento apds a indug¢do. No mesmo momento em que as culturas eram retiradas para
mensuracdo fotométrica, eram separadas as aliquotas para o teste de deteccdo. As fragdes, tao
logo coletadas, eram congeladas para evitar degradagdo das amostras que seriam usadas nos
géis SDS-PAGE e para os Western Blot. Como ¢ possivel verificar nas Figuras 17, 19 e 21,
nao ocorreu degradacdo das proteinas, pois as bandas do gel ndo estdo arrastadas, mas bem
distribuidas por este meio. Entretanto, ndo foram visualmente detectadas nos géis corados com
Coomassie Blue as proteinas e peptideos recombinantes nos estratos brutos. Os peptideos
visiveis no estrato bruto sdo os controles positivos purificados, que sdo o peptideo anédlogo a
insulina do anfibio Phyllomedusa azurea, parte de outro projeto do grupo, € o peptideo Cc00,
deste projeto, ambos purificados anteriormente. O que foi possivel observar nos Western Blot
¢ que hé bandas de maior intensidade de peptideos (Figuras 18 e 20). Para a quimera Gr01, as
fracdes 5 e 6 aplicadas, correspondentes a trés horas e duas horas e meia de inducdo,
respectivamente, apresentaram maior intensidade. J4 para a quimera Tc02, o pico de
intensidade foi observado nas fragdes 7 e 8, que correspondem a duas horas e uma hora e meia

de inducao.
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Figura 17. Gel SDS-PAGE das fracdes da inducio de Gr01 em E. coli (KRX). Gel SDS-PAGE 15% das fragdes
coletadas da inducdo de E. coli (KRX) transformada com pET-24a GrOl. I: 4 pL de controle com peptideo
recombinante semelhante a insulina de Phyllomedusa azurea com cauda de histidina; 1 a 10: 15 pL; 1. Oh de
expressdo da E. coli (KRX) controle transformada com pET Gr01; 2. 3h de crescimento do controle negativo; 3.
1h de crescimento do controle negativo; 4. Oh de expressdo da E. coli induzida com IPTG e ramnose; 5. 3h de
indugdo da E. coli (KRX) pET-24a_Gr01; 6. 2h30 de indugdo da E. coli (KRX) pET-24a_Gr01; 7. 2h de indugéo
da E. coli (KRX) pET-24a Gr01; 8. 1h30 de indugéo da E. coli (KRX) pET-24a_Gr01; 9. 1h de indugéo da E. coli
(KRX) pET-24a_Gr01; 10. 30min. de indugdo da E. coli (KRX) pET-24a_Gr01 M: 5uL Marcador Precision Plus

Protein™ Dual Color Standards.
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Figura 18. Western blot das fracdes da inducao de Gr01 em E. coli (KRX). Western blot das fragdes coletadas
da indugdo de E. coli (KRX) transformada com pET-24a_GrO1. I: 4 pL de controle negativo com peptideo
recombinante semelhante a insulina de Phyllomedusa azurea com cauda de histidina; 1 a 10: 15 pL; 1. Oh de
expressdo da E. coli (KRX) controle transformada com pET_Gr01; 2. 3h de crescimento do controle negativo; 3.

1h de crescimento do controle negativo; 4. Oh de expressdo da E. coli induzida com IPTG e ramnose; 5. 3h de
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inducdo da E. coli (KRX) pET-24a_Gr01; 6. 2h30 de indugdo da E. coli (KRX) pET-24a_Gr01; 7. 2h de indugéo
da E. coli (KRX) pET-24a Gr01; 8. 1h30 de indugdo da E. coli (KRX) pET-24a Gr01; 9. 1h de indugdo da E. coli
(KRX) pET-24a_Gr01; 10. 30min. de indugao da E. coli (KRX) pET-24a_Gr01 M: 5 uL. Marcador Precision Plus

Protein™ Dual Color Standards.
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Figura 19. Gel SDS-PAGE das fragoes da inducio de Tc02 em E. coli (KRX). Gel SDS-PAGE 15% das fragdes
coletadas da indug@o de E. coli (KRX) transformada com pET Tc02. I: 4 uL de controle com peptideo
recombinante semelhante a insulina de Phyllomedusa azurea com cauda de histidina; 1 a 10: 15 pL; 1. Oh de
expressao da E. coli (KRX) controle transformada com pET Tc02; 2. 3h de crescimento do controle negativo; 3.
1h de crescimento do controle negativo; 4. Oh de expressdo da E. coli induzida com IPTG e ramnose; 5. 3h de
inducdo da E. coli (KRX) pET_Tc02; 6. 2h30 de inducdo da E. coli (KRX) pET_Tc02; 7. 2h de indugdo da E. coli
(KRX) pET _Tc02; 8. 1h30 de indugdo da E. coli (KRX) pET_Tc02; 9. 1h de indugdo da E. coli (KRX) pET_Tc02;
10. 30min. de indugdo da E. coli (KRX) pET_Tc02 M: 5 pL Marcador Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards.
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Figura 20. Western blot das fracdes da indugao de Tc02 em E. coli (KRX). Western blot das fragdes coletadas
da inducdo de E. coli (KRX) transformada com pET-24a Tc02. I: 4 uL de controle negativo com peptideo
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recombinante semelhante a insulina de Phyllomedusa azurea com cauda de histidina; 1 a 10: 15 pL; 1. Oh de
expressdo da E. coli (KRX) controle transformada com pET-Tc02; 2. 3h de crescimento do controle negativo; 3.
1h de crescimento do controle negativo; 4. Oh de expressdo da E. coli induzida com IPTG e ramnose; 5. 3h de
indugdo da E. coli (KRX) pET-24a Tc02; 6. 2h30 de indugdo da E. coli (KRX) pET-24a Tc02; 7. 2h de indugdo
da E. coli (KRX) pET-24a_Tc02; 8. 1h30 de indugdo da E. coli (KRX) pET-24a_Tc02; 9. 1h de inducdo da E. coli
(KRX) pET-24a Tc02; 10. 30min. de indugdo da E. coli (KRX) pET-24a_Tc02 M: 5 pL Marcador Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards.
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Figura 21. Gel SDS-PAGE das fracoes da inducio de Ccll em E. coli (KRX). Gel SDS-PAGE 17,5% das
fragdes coletadas da indugédo de E. coli (KRX) transformada com pET_Ccl1. Cc00: 5 pL de controle com peptideo
recombinante Cc00 com cauda de histidina; 1 a 10: 15 pL; 1. Oh de expressdo da E. coli (KRX) controle
transformada com pET Ccll; 2. 3h de crescimento do controle negativo; 3. 1h de crescimento do controle
negativo; 4. Oh de expressdo da E. coli induzida com IPTG e ramnose; 5. 3h de indugdo da E. coli (KRX)
pET Ccll; 6. 2h30 de indugdo da E. coli (KRX) pET Ccll; 7. 2h de indugdo da E. coli (KRX) pET Ccll; 8.
1h30 de indugdo da E. coli (KRX) pET _Ccll; 9. 1h de indugdo da E. coli (KRX) pET Ccl1; 10. 30min. de
indugdo da E. coli (KRX) pET_Ccl11 M: 5 pL Marcador Precision Plus Protein™ Dual Color Standards.

5.6. Purificacio das proteinas recombinantes

Foram realizadas indugdes das constru¢des GrO1 e Tc02, tanto em uma cultura de 100
mL, quanto duas culturas de 200 mL, para acimulo de material. Como dito anteriormente, apds
essas sucessivas tentativas de purificacdo, ndo conseguimos obter uma quantidade suficiente
de material nas fra¢des eluidas das colunas C18 para identificagdo por espectrometria de massa.
Paralelamente, foi testada a sintese da quimera GrOl usando um Kit de sintese Cell-free

(Promega), mas a proteina nao foi detectada e havia contaminantes (dado ndo mostrado).
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Nesse momento, optou-se pela expressao da quimera GST Gr01, para verificar se a
proteina de fusdo inibiria a atividade antimicrobiana e aumentaria a estabilidade do produto
proteico. Nao havia anticorpos no laboratério para a deteccdo dessa proteina. Contudo, foi
realizada a purificacdo dessa amostra usando a GSTrap e a SPE. Um ion correspondente a
aproximadamente 26 kDa, a massa da GST, foi detectado por espectrometria de massa. Desse
modo, foram feitos dois géis SDS-PAGE a 15 e 12% de poliacrilamida com a amostra apds a
purificacdo (Figura 22). Observou-se em ambos 0 mesmo que visto no espectro de massa: uma
banda de aproximadamente 26 kDa. Cada gel foi feito com o mesmo produto de expressao,

mas de inducoes feitas em dias diferentes.

75kDa .
75kDa
50kDa —
37kDa S0kDa W
25kDa 26kpa 37kDa W
20kDa
25kDa . 26kDa
15kDa
"Ol\Dd
10kDa

15kDa .

Figura 22. Géis SDS-PAGE das amostras de GST-Gr01 purificadas. Géis SDS-PAGE da amostra de GST-
G101 apos a purificagdo nas colunas GSTrap e SPE. a. Gel de acrilamida 15%. b. Gel de acrilamida 12%. M

Marcador Precision Plus Protein™ Dual Color Standards.

As evidéncias apontam para um produto recombinante produzido de forma parcial ou
mesmo produzido de forma integra e entdo degradado. Para melhor investigar esse material,
retirar contaminantes e certificar de que ndo ha uma pequena fracdo de produto integralmente
produzido, a amostra foi purificada em uma coluna C4. Cada fracdo foi coletada, ainda que
uma baixa intensidade tenha sido observada. A fracdo correspondente ao pico majoritario foi a
fracdo 16. O cromatograma estd ilustrado na Figura 23. A fracdo 16 foi analisada por
espectrometria de massa e a presenga do ion de 26 kDa confirmado. A fragcdo 16,

correspondente a quimera GST-Gr01 parcial, foi digerida com Fator Xa na tentativa de liberar
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alguma parte do peptideo que poderia ter sido produzida e estar ligada a GST. Uma amostra do
produto da digestdo foi analisada por MALDI-TOF/MS e nao se verificou ion algum
correspondente & massa esperada da quimera sem a GSTag. Ainda, havia contaminagao de ions
pertencentes ao Fator Xa, que curiosamente se apresentavam mais intensos que os ions da
propria amostra. Finalmente, os produtos da digestao foram submetidas a cromatografia, mas

nenhuma das fragdes correspondia a produtos recombinantes (dados ndo mostrados).

Quanto ao peptideo Cc00, apds as purificagdes na coluna HisTrap e SPE, a presenga do
peptideo foi confirmada por espectrometria de massa. Para retirar qualquer outra proteina
bacteriana que ainda possa ter permanecido na amostra e para a obten¢ao do peptideo Cc00
ainda mais puro para a realizacdo de digestdes enzimaticas, purificou-se a amostra em uma
coluna C18. A fracdo majoritaria também correspondia a Cc00, foi coletada e estd ilustrada na

Figura 24.
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Figura 23. Cromatograma da quimera GST_Gro01. Cromatograma da quimera parcial GST _Gr01 purificada
por HPLC de fase reversa em uma coluna C4 (Vydac) em uma corrida com um gradiente de acetonitrila de 5 a

95% de acetonitrila com 0,1% de TFA.
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Figura 24. Cromatograma do peptideo Cc00. Cromatograma do peptideo Cc00 purificado por HPLC de fase
reversa em uma coluna C18 (Vydac) em uma corrida com um gradiente de acetonitrila de 5 a 95% de acetonitrila

com 0,1% de TFA.

5.7. Caracterizacio das proteinas recombinantes

A Figura 25 corresponde ao espectro de massa da fragdo 16 da cromatografia do produto da
expressao da quimera GST_Gr01 purificada nas colunas GSTrap, SPE e C4. Ha a presenga do
ion monocarregado esperado, correspondente a proteina GST, de 26 kDa. Também ¢ possivel
notar que a amostra esté relativamente pura, pois ha o ion dupla carga com razao massa sobre

carga (m/z) de aproximadamente 13,1 kDa. A presenca de impurezas pode suprimir a ionizagao
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da amostra. Também foi detectado outro ion de tripla carga de m/z correspondente a

aproximadamente 8,7 kDa.

x104 GSTGr01GSTrapC4Fr161126ago24 0:F8 MS
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Figura 25. Espectro MS da fracio 16 da amostra GST_Gr01. Espectro de massa MALDI-TOF/MS em modo
linear da fra¢do 16 da amostra GST-Gr01 purificada na GSTrap, SPE ¢ C4.

Ap0s a realizagdo da digestdo da GST-Gr01 parcial com o Fator Xa, foi observado no
espectro de massa mostrado na Figura 26, que a GST foi bem digerida, pois hé consistente
diminui¢do na intensidade do ion de 26.000. Entretanto, hd varios ions contaminantes que
provavelmente sao provenientes do Fator Xa, inclusive a propria enzima integra cuja massa
molecular tedrica ¢ de aproximadamente 43kDa. Além disso, nenhum ion de massa
correspondente a quimera sem a GSTag nem ions de peptideos em baixa massa passiveis de

fragmentacao foram observados.
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Figura 26. Espectro MS da amostra GST_Gr01 clivada com o Fator Xa. Espectro de massa MALDI-TOF/MS

em modo linear da amostra GST-Gr01 purificada e clivada com o Fator Xa.

Para confirmar que o ion de 26kDa era de fato a GSTag produzida a partir do plasmideo
e para tentar se obter também fragmentos da parte do linker e da parte antimicrobiana da
quimera, foi realizada digestao triptica da amostra GST Gr01. A fragdo 16 da corrida na coluna
C4 da amostra GST Gr01, purificada na GSTrap e na SPE, foi reduzida, alquilada e digerida
com tripsina. O espectro de massa com os fragmentos da digestao triptica ¢ mostrado na Figura
27. A sequéncia completa da quimera GST GrOl foi submetida ao ExpasyPeptide para
predicao dos fragmentos teoricos da digestdo triptica. Os fragmentos preditos que foram

identificados e sequenciados estao listados na Tabela 12.
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Figura 27. Espectro MS da amostra GST_Gr01 tripsinizada. Espectro de massa MALDI-TOF/MS em modo linear da amostra GST-Gr01 tripsinizada.
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Tabela 12. fons provenientes da digestio de GST-Gr01 parcial sequenciados dentre os fragmentos preditos
usando o Expasy. *Fragmento que contém a sequéncia do /inker e do sitio do Fator Xa, localizada entre a GST e

o primeiro peptideo antimicrobiano da quimera.

[M + H]* do ion tedrico [M + H]* do ion encontrado Sequéncia de residuos de
predito para a digestio experimentalmente aminoacido do fragmento
triptica

1.138,516 Da 1.138,617 Da YEEHLYER
1.149,640 Da 1.149,746 Da LLLEYLEEK
1.516,803 Da 1.516,924 Da AEISMLEGAVLDIR
*1.711,803 Da 1.711,936 Da SGGGGGENLYFQAIEGR
2.229,111 Da 2.229,280 Da FELGLEFPNLPYYIDGDVK
2.326,140 Da 2.326,027 Da YIAWPLQGWQATFGGGDHPPK

Todos os ions sequenciados correspondem a fragmentos da glutationa-S-transferase, a
excec¢do do fon [M + H]" = 1.711,80 Da. Este ¢ um ion-chave, porquanto corresponde a uma
parte a mais da construcao heter6loga. Isso significa que a traducao foi além da GST e alcangou
a producdo de outra parte da quimera. A sequéncia de residuos de aminoécido do ion [M + H]"
=1.711,80 Da, SGGGGGENLYFQAIEGR, corresponde exatamente a sequéncia do linker, ao
sitio de clivagem TEV e ao sitio do Fator Xa (Figura 28). Nao foi encontrado fragmento algum
que contivesse as sequéncias dos peptideos antimicrobianos. Os espectros de sequenciamento
desses ions sao mostrados nas Imagens de 29 a 34. GST Gr0l também foi digerida com a
protease LysN, mas a eficiéncia de digestdo foi muito baixa e ndo resultou em fragmentos

sequenciaveis.

SGGGGGENLYFQAIEGR

Linker Sitio de TEV

Figura 28. Sequéncia do ion [M + H|* = 1.711,93 Da. Sequéncia do ion [M + H]* = 1.711,93 Da com
representacao dos sitios de clivagem. Sua sequéncia corresponde as sequéncias integrais do /inker, do sitio de
clivagem TEV e do sitio de clivagem do Fator Xa da quimera GST_Gr01.
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Figura 29. Espectro de fragmentag¢io do ion [M + H|" = 2.326,04 Da. Espectro de fragmentagdo MALDI-
TOF/TOF em modo LIFT do ion [M + H]" = 2.326,04 Da, proveniente da proteina GST Gr01.
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Figura 30. Espectro de fragmentacdo do ion [M + H]* = 2.229,27 Da. Espectro de fragmentagdio MALDI-
TOF/TOF em modo LIFT do ion [M + H]" = 2.229,27 Da, proveniente da proteina GST _Gr01.
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Figura 31. Espectro de fragmentaciio do ion [M + H|* = 1.711,93 Da. Espectro de fragmentagio MALDI-
TOF/TOF modo LIFT do fon [M + H]" = 1.711,93 Da, proveniente da proteina GST_Gr01.
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Figura 32. Espectro de fragmentacdo do ion [M + H]* = 1.516,92 Da. Espectro de fragmentagdio MALDI-
TOF/TOF em modo LIFT do ion [M + H]" = 1.516,92 Da, proveniente da proteina GST GrO01.
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do ion [M + H]* = 1.149,76 Da. Espectro de fragmentagio MALDI-

TOF/TOF em modo LIFT do ion [M + H]* = 1.149,76 Da, proveniente da proteina GST_Gr01.
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Figura 34. Espectro de fragmentag¢io do ion [M + H]*" = 1.138,61 Da. Espectro de fragmentagdio MALDI-
TOF/TOF em modo LIFT do ion [M + H]* = 1.138,61 Da, proveniente da proteina GST_Gr01.
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O peptideo putativamente bioativo encriptado do café Cc00 foi produzido de forma
integral e completamente processado. Tao logo foi purificado da coluna HisTrap e da SPE, o
ion correspondente 4 massa média predita do peptideo Cc00, equivalente a [M + H]"=9.086,84
Da foi observado no espectro MS (Figuras 35). A Figura 36 amplia o ion correspondente a

Cc00 e revela a existéncia de proteoformas.

T xi04 Ccl0_Cal3Fy 0:F3 MS Raw
9086.847

Intens. [a.u

1 sraeew

8565.830

6180.205

9489 655

12360.357

16952521  18168.739

6615774
W 10461.375 13625.207
Iy M A

6000 2000 10000 12000 14000 16000 18000

0.0

Figura 35. Espectro MS de Cc00. Espectro de massa MALDI-TOF/MS em modo linear de Cc00 apds purificagdo

nas colunas HisTrap e SPE.

Figura 36. Espectro MS de Cc00 ampliado. Espectro de massa MALDI-TOF/MS em modo linear de Cc00 apds

purificag@o nas colunas HisTrap e SPE.
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O mesmo processo de reducdo, alquilacdo e digestdo tripica foi realizado com o
peptideo Cc00, apos ser purificado na HisTrap, na SPE e na coluna C18. A Tabela 13 lista os
fragmentos esperados como produto da digestdo triptica também preditos pelo Expasy. O
fragmento de [M + H]" = 2.344,17 Da foi identificado e sequenciado por MALDI-
TOF/TOF/MS, a sequéncia de residuos de aminoacido encontrada corresponde exatamente ao
fragmento predito, abarcando a cauda de dez residuos de histidina e outros residuos adicionais
(Figura 37). Os demais ions ndo foram encontrados por MALDI-TOF/MS. O fragmento de
6.231,97 Da foi detectado por ESI-Q-TOF/MS como um ion de séxtupla carga, [M + 6H]" =
1.039,49 Da, mostrado na Figura 38 e ampliado na Figura 39. Os demais ions ndo foram

encontrados usando a fonte de ionizagao por eletrospray.

Tabela 13. Predi¢do dos fragmentos esperados para a digestdo de Cc00. Predicdo gerada pelo Expasy dos
fragmentos esperados para a digestdo triptica do peptideo Cc00.

mass osition #MC artif. modification(s) maodifications tide sequence
P ({ffindmodifindmod_masses.htmi#0Others) (findmod/findmod_masses. html) per ed

GTTTTPATPTTATPTTATPT
PTINSPTGTSPLVTTPSTSS

6231.9745 20-85 0
GLGAGGFNNGLGPSGTNQDM
SEAAGR

23440411 1419 0 MHHHHHHHHHHSSGHIEGR

5433864 8690 0 VLLAK

100.0% of sequence covered (you may modify the input parameters to display also peptides < 500 Da):
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Figura 37. Espectro de fragmentacéo do ion [M+H]*= 2.344,15. Espectro de fragmentagdio MALDI-TOF/TOF
em modo LIFT do ion [M+H]"= 2.344,15, proveniente do peptideo Cc00.
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Figura 38. Espectro MS da digestao tripica de Cc00. Espectro de massa ESI/MS da digestao tripica de Cc00.

Identificacdo do fragmento 6231,974 Da no microTOF-Q, representado pelo ion [M + 6H]"= 1.039,49 Da.

ntens. 10399989

1039.8373

nnnnnnnn

15, 9.9-10.Omin #1769-1784]

1030.0 10305 10400 10405

Figura 39. Identifica¢do do fragmento 6.231,974 Da. Identifica¢do do fragmento 6.231,974 Da por microTOF-

, apresentado aqui pelo ion [M + 6H]"= 1.039,49 Da.
Q. ap qui p
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6. DISCUSSAO

A inibicdo do crescimento ¢ morte celular das culturas induzidas observado nos
experimentos de cinética de crescimento durante a expressao das quimeras sugere fortemente
uma possivel acdo antimicrobiana potente das mesmas ou dos peptideos At01, Gr01, Gr02 e
Tc01, que podem ter sido liberados das quimeras devido a agdo de proteases bacterianas. A
propria acao sinérgica entre PAM pode torna-los mais eficientes (Capparelli ef al., 2009, Wu et
al., 2014, Xiang et al., 2017) e isso talvez seja uma das explicagdes mais plausiveis para os
resultados observados neste estudo. A acdo antimicrobiana das quimeras ja era esperada,
porquanto os peptideos antimicrobianos que as compdem sao de fato bioativos (Ramada et al.,
2017). Quando se observam os dados de MIC para E. coli relativos aos peptideos individuais
obtidos por sintese quimica por Ramada e colaboradores (Ramada et al., 2017), vé-se que Gr01
demonstra uma atividade antimicrobiana superior a de Tc02, com MIC de 0,5uM e de
10,67uM, respectivamente (Tabela 14). A excegdo dos peptideos At04 e Tc02, todos os demais
possuem agdo contra E. coli (Ramada et al, 2017). Ademais, hibridos de peptideos
antimicrobianos ja foram produzidos. Por exemplo, a expressdo de uma proteina hibrida da
melitina e da LL-37 fusionada a SUMO obteve um bom rendimento em E. coli (Wu et al.,

2014).

Até mesmo a intensidade da a¢ao antimicrobiana condiz com os resultados encontrados
por Ramada e colaboradores (2017), pois a quimera GrO01 causou maior inibigao do aumento
da densidade das culturas de E. coli ao longo do tempo que a quimera Tc02. Na tabela 14, ¢
possivel ver que o valor de MIC de Gr01 ¢ inferior aos valores de Tc02, At01 e Gr02, que
compdem a quimera Tc02. Os peptideos At04 e TcO1, que também constituem a quimera Gr01
nao demonstraram a¢do contra E. coli. Deste modo, apenas Gr01 deve ter contribuido para a
atividade antimicrobiana. Na construcdo Tc02, At01 apresentaram ambos um MIC de 64 uM e
Gr02 de 4 uM. Provavelmente este Gltimo sendo o maior contribuinte para a morte celular.
Neste caso, poderia se concluir que um peptideo com valor de MIC baixo, Gr01, pode ter
contribuicao superior para a morte celular que a agdo sinérgica dos peptideos Tc02, Gr02 e
At01 da outra quimera. Uma peculiaridade estrutural importante de ser mencionada € que os
peptideos testados por Ramada e colaboradores possuem uma alfa amidagdo na regido C-
terminal do peptideo. Essa modificag@o esta presente naturalmente em diversos peptideos -
helicoidais e contribui para sua estabilidade e atividade, mas em peptideos antimicrobianos, a

sua presenca nao € essencial para a sua atividade (Nguyen et al., 2010). Os peptideos
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encriptados nas quimeras produzidas nesse trabalho ndo possuem essa modificagdo poOs-

traducional (PTM), mas essa auséncia nao comprometeu a atividade dos peptideos.

Foram obtidas evidéncias de que as proteinas quiméricas produzidas, ou os fragmentos
liberados por protedlise das quimeras, possuem atividade antimicrobiana. Assim, ainda ndo ¢
possivel discernir se os PAM tiveram sua atividade silenciada em alguma medida, quando
expressos no interior das quimeras. Contudo, proteinas quiméricas contendo dominios de
outros peptideos antimicrobianos ja foram produzidas por alfaiataria molecular, como por
exemplo uma proteina que continha a alfa-defensina 5 e a fosfolipase A2 humanas e que
formava corpos de inclusdo (Roca-Pinilla et al., 2020). Essa estratégia preveniu tanto a acao
toxica da proteina para a bactéria de expressdo como a degrada¢dao do produto recombinante
por proteases intracelulares. Uma das contribui¢des do presente trabalho ¢ mostrar evidéncias
de que esses peptideos, validados quando produzidos por SPPS, sdo antimicrobianos também
quando recombinantes. Isso foi demonstrado por meio dos ensaios de cinética e por
comparagdo da massa celular entre os controles nao induzidos e culturas induzidas para a

producdo das quimeras.

A linhagem bacteriana E. coli (KRX) foi escolhida para a expressdo heteréloga por
possuir eficiente controle dos niveis de expressao de genes regulados pelo promotor T7, antes
da adi¢do do indutor. Isso porque a linhagem contém uma cépia da T7 RNA Polimerase
controlada pelo promotor de ramnose (thaBAD). Desse modo, antes da adi¢ao do indutor, quase
nao ha o efeito de vazamento (leaking) das proteinas recombinantes. Caso isso acontecesse,
poderiam ser vistas ainda menos colonias nas placas de transformacgdo e talvez até mesmo o
crescimento em meio liquido para a indugdo poderia ser comprometido. Evitar a expressao
basal ¢ essencial quando se expressam proteinas que podem ser toxicas para a célula, de modo
que o controle da expressdo ¢ imperativo para o sucesso da produgdo do PAM (Deo et al.,
2022). Ademais, essa linhagem possui maior rendimento de proteinas recombinantes que

linhagens derivadas de BL21(DE3) (Hartnett et al., 2006).

A forte inibi¢ao do crescimento observada pode ser resultado de uma reagao em
cadeia. As proteinas antimicrobianas quiméricas ou os peptideos antimicrobianos liberados
pela clivagem das proteinas quiméricas ou ambos, ndo o sabemos, poderiam estar agindo em
duas frentes. Durante sua produgdo, de dentro para fora, os peptideos lisariam a membrana e

talvez atuariam em alvos intracelulares. Ainda, quando liberados por lise da célula produtora,
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Adaptada de Ramada et al., 2017.

Concentracao Inibitéria Minima (UM % SD)
Peptideos | Escherichia | Pseudomonas | Bacillus Bacillus Staphylococcus |  Erwinia Zsi?r?o;on\?s Xanthomonas
coli aeruginosa subtilis cereus aureus carotovora | >Y'IN9ac pv. campestris
Tabaci
At01 64.0+0.0 32000 16.0£0.0 | 128.0£0.3 16.0£0.0 256.0+0.0 | 16.0+0.0 128.0+0.0
At04 N/A N/A 256.0£0.0 N/A 16.0+ 0.0 N/A N/A N/A
Grol 0.5 3.33+1.15 1.0 1.0 0.83+0.29 0.5 1.0 1.0
Gr02 4.0 32.0 1.0 4.0 1.0 1.0 2.0 4.0
Tc01 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
10.67 +

Tc02 461 16.0 4.0 13.33+4.61 8.0 16.0 4.0 16.0
DS01 1.0 2.0 1.0 16.0 8.0 0.5 1.0 0.5
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agiriam de fora para dentro nas membranas das células circunvizinhas, como um peptideo
antimicrobiano nativo. Deve-se ponderar, contudo, que a eficiéncia de agdo dos
antimicrobianos que estdo no meio intra e extracelulares provavelmente sdo diferentes, visto
que a composi¢ao da solu¢ao onde os PAM estdo altera a sua estruturacao (Brodgen, 2005). A
acdo antimicrobiana talvez houvesse sido impedida caso as quimeras formassem corpos de
inclusdao. Um trabalho bastante esclarecedor é o de Roca-Pinilla e colaboradores, onde sdo
produzidas proteinas-multidominio. Uma delas, a JAMF1, continha a alfa-defensina humana 5
(HDS5), o dominio de ligacdo bacteriano gelsolina e o peptideo antimicrobiano sPLA>
flanqueados por dominios de agrega¢do. Houve uma redugdo notdria na O.D.s00, indicando
maior morte celular, nas proteinas sem os dominios de agrega¢do em relagdo as proteinas que

os possuiam (Roca-Pinilla et al., 2021).

Desse modo, parece haver uma reagao em cadeia na qual as células sdo lisadas e cada vez
mais PAM sao liberados no meio de cultura. Pelos dados observados nos experimentos de
cinética, esse efeito parece ser constante, mas ndo cumulativo. Isto porquanto a inibi¢do do
crescimento persistiu durante as trés horas monitoradas em comparagdo com a cultura controle,
indicando morte celular, mas ndo havia um decréscimo grande na densidade. Embora houvesse
uma reducdo na O.D.s00 em comparagdo com a ultima medi¢ao em determinados momentos do
ensaio de cinética de crescimento, também era observado seu aumento em outros. Assim, ao
mesmo tempo que varias células morriam, novas eram produzidas por divisdo celular. Pode-se
supor também que, ao passo que eram produzidos novos PAM, os anteriormente produzidos
eram degradados pela a¢do de proteases. Peptideos antimicrobianos sao facilmente hidrolisados
por proteases, que sao comumente produzidas por bactérias. Se as quimeras GrO1 e Tc02 foram
identificadas no lisado por Western Blot, mas ndao obtidas purificadas e em quantidade
suficiente para identifica-las por espectrometria de massa, um método mais sensivel, € razoavel
pensar que tenha ocorrido degradacio ou outra perda ao longo do processamento da amostra,
sendo cumulativo a cada etapa adicional de purificacdo. Uma cecropina A com calda de
histidina foi expressa em E. coli com um rendimento de fusdo igual a 4,85ug/mg de células
secas, mas um baixo rendimento, de 0,41pg/mg de peptideo puro apds clivagem da HisTag e

grau de pureza também baixo para aplicagdo industrial, igual a 92,1% (Wang et al., 2018).

Outro fator importante a ser considerado ¢ a toxicidade do indutor de expressao IPTG. O
trabalho de Greenshields e colaboradores (2008) buscou expressar o peptideo antimicrobiano
hepicidina de salmdo com sequéncia peptidica simples e com a sequéncia fusionada a HisTag.

Eles observaram que células ndo induzidas ou células induzidas com baixas concentragdes de
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IPTG cresciam a uma densidade bem maior que as células tratadas com concentragdes mais
altas, mas ainda usuais de IPTG. O peptideo induzido em sequéncia simples nao foi encontrado
no meio, enquanto que o peptideo ligado a HisTag foi expresso, tendo sido isolado de corpos
de inclusdo. O peptideo chegou a um rendimento de 30mg/ L, ap6s a purificagdo. Nesse caso,
eles usaram uma HisTag e um sitio de clivagem TEV entre ambos. Interessante notar que na
expressao de GST Gr01 foi usado apenas ramnose como indutor, enquanto que nas quimeras
Gr01 e Tc02 usou-se IPTG e ramnose. Atribui-se a maior parte do efeito de inibicdo do

crescimento aos antimicrobianos, mas se pode acreditar certo efeito inibitorio também ao IPTG.

Uma diferenca experimental, que ndo se pode ser desconsiderada, ¢ que a cultura da
quimera GST_Gr01 foi crescida em meio com ampicilina e as culturas das quimeras Gr01 e
Tc02 foram crescidas em um meio com canamicina. Embora ambos os antibidticos sejam
bactericidas, sendo eficientes contra bactérias sem o gene de resisténcia, a ampicilina age
inibindo o ultimo estdgio de sintese da parede celular, enquanto a canamicina liga-se a
subunidade 30S do ribossomo, comprometendo a sintese proteica. Outra possibilidade para
aumentar a quantidade de proteinas expressas poderia ser comecar a indugdo das bactérias com

uma O.D.¢00 maior, como fizeram Pane e colaboradores (2015).

Surpreendentemente, as bactérias transformadas produziram a cauda de glutationa-S-
ransferase, mas ndo foi identificado conteudo algum da parte antimicrobiana das quimeras.
Ainda mais, se encontrou a sequéncia /inker entre a GST e o primeiro PAM. Talvez, possa haver
algum mecanismo genético que reconheca a toxicidade dos genes e os editem para que sejam
parcialmente produzidos ou mesmo impeca a sua expressao. Nao se sabe se esse mecanismo
ocorre no momento da transcri¢do, reconhecendo o proprio DNA ou RNA recém sintetizado
como potencial codificador de uma molécula toxica, ou se a regulacdo ocorre durante a
tradu¢do do RNA em proteina. Também tentamos realizar a sintese cell-free da quimera Gr01,
mas nenhum produto foi obtido. Um efeito de inibi¢do de sintese no sistema cell-free, também
com extrato bacteriano, pelo peptideo pirrocoricina foi verificado por Taniguchi e
colaboradores (2016) na etapa de tradugdo. Talvez algo semelhante tenha ocorrido aqui. Pode
ser que a sintese tenha gerado algum produto ndo detectavel que tenha inibido a continuagao
da sintese antes que mais material fosse produzido. O gasto de energia metabolica com essas
etapas, caso existam, poderia contribuir para os efeitos observados sobre o crescimento
bacteriano. Essas hipoteses também sdo validas para as outras quimeras aqui estudadas. Com a
deteccdo do produto recombinante, cai por terra a sugestdo de que o plasmideo tenha sido

expelido pela bactéria. Embora nao seja membranolitico, € interessante a descoberta de que o
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derivado da apidaecina, Apil37, € capaz de se ligar aos robossomos de E. coli e capturar os
fatores de liberacao 1 e 2, restringindo sua disponibilidade na célula para agir na tradugao de

outros peptideos e proteinas e impedindo a maquinaria de sintese proteica (Florin et al., 2017).

Pode ser, ainda, que todo o produto génico tenha sido produzido, GST fusionada a
quimera, ¢ que o restante da quimera tenha sido degradado antes da purificagdo. A mesma
cecropina A que foi citada por ter sido expressa com HisTag em E. coli, também foi produzida
na bactéria por fusdo com o peptideo ELK 16, que forma corpos de inclusdo e pode ter evitado
a agao de proteases (Pane ef al., 2015, Wang et al., 2018). Outro grupo conseguiu produzir o
PAM derivado da trombina, GKY20, fusionado a uma pequena ribonuclease do anfibio Rana
pipiens, a onconase, que também forma corpos de inclusdo (Pane ef al., 2015). Nesse mesmo
estudo, foi mostrada a agdo da quimera com a onconase ¢ do peptideo sozinho contra E. coli.
Desse modo, a agao da quimera foi silenciada por estar em corpos de inclusdao. Ha um residuo
de arginina entre o /inker e o primeiro PAM da quimera GST Gr01. Ao longo da quimera ha
ainda ao menos 17 residuos de arginina e de lisina somados, tipicos de PAM, alvo para
proteases. Com relagdo ao fon [M + H]"=1.711,93. O tltimo residuo do sitio do Fator Xa é um
residuo de arginina, residuo que possibilita a clivagem da ligagdo peptidica pela tripsina, de
modo que esse fragmento ndo poderia se estender a sequéncia antimicrobiana, a menos que a

tripsina nao houvesse cortado aquele sitio por algum motivo, o que nao foi visto.

Caso tenham sido produzidos, os fragmentos antimicrobianos seriam muito pequenos
para serem detectados. Di Somma e colaboradores conseguiram produzir a defensina
encriptada C-15867 de Hermetia illucens fusionada a GST. Eles identificaram por SDS-PAGE
tanto a presenga da fusdo completa com o antimicrobiano como também outra banda
correspondente apenas a massa molecular da GST. Eles atribuiram a presenca da banda
correspondente & GST a uma possivel clivagem da fusdo ou a parada da tradugdo da sequéncia
na juncao entre a proteina de fusdo e seu parceiro (Di Somma ef al., 2022). O mesmo grupo
conseguiu obter a defensina pura apds clivar a GST com a trombina. Moon et al. (2006)
expressaram uma catelicidina LL-37 recombinante também fusionada a GST em E. coli. Eles
adicionalmente utilizaram um sitio TEV e, ap0s a clivagem e purificacdo por HPLC, obtiveram
um rendimento de 0,3mg/L. Uma das possiveis explicacdes para esse rendimento ¢ a
degradacao durante a indugdo e o processamento, devido a proteases bacterianas e a perda de

material.
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Entretanto, ha casos em que a proteina de fusdo € suficiente para silenciar a atividade
do PAM. Por exemplo, a fusdo entre a tiorredoxina e a pediocina A (PA-1) ndo ¢ toxica para a
bactéria, mas, a partir da clivagem com enteroquinase, PA-1 passa a ser ativa (Beaulieu et al.,
2007). Modificagdes simples podem ser cruciais. Montigny e colaboradores (2004)
conseguiram expressar peptideos transmembranicos do virus da hepatite C, toxicos para a
c€lula, ao fusiona-los a GST e acrescentar os residuos de asparagina e prolina anteriormente a
sequéncia do peptideo. A inibi¢do, mas ndo anulagdo, do efeito toxico se deu provavelmente
pela formagao de agregados proteoliticos. Outro parceiro de fusdo insoluvel que possibilitou a
expressao do PAM LAH4 ¢ o dominio de dobramento da histona (histone fold domain) do fator
de transcricdo humano TAF12 (Vidovic et al., 2009). Essa fusdo, assim como as quimeras Gr01,
Tc02 e GST _Gr01, foi expressa com 1 mM de IPTG a partir de 0,5-0,6 de O.D.gp0. Outra

explicacdo € algum mecanismo genético na bactéria que tenha editado o plasmideo.

Neste trabalho, também foi induzida a expressao heterdloga dos peptideos Cc00 e Ccll,
peptideos intragénicos derivados do café. Surpreendentemente, Ccll apresentou agdo
antimicrobiana, pois ele foi buscado pelo Kamal usando parametros para outra atividade
bioldgica. Contudo, ele ndo foi detectado por Western blot, espectrometria de massa ou outro
método de detecgdo, de modo que ainda ndo se pode afirmar com maior grau de certeza que ele
foi produzido. Uma possivel explicagdo para que o peptideo Ccl1 nao tenha sido identificado
por Western blot como Gr01 e Tc02 ¢ o fato de sua sequéncia ser mais curta. E possivel que o
menor tamanho do peptideo tenha tornado mais dificil a interagdo entre o anticorpo anti-HisTag
e o peptideo. Mesmo tendo-se corrido um gel de agarose com maior concentragdo, ¢ possivel
que ndo tenha sido suficiente para separar e conter a molécula no gel. Esse aspecto pode ser
somado ao fato de Ccl1 possuir dois residuos de lisina ao longo da sequéncia, que o torna

também um peptideo susceptivel a degradagao por proteases bacterianas.

Talvez Ccl1 fosse protegido da degradagdo caso fosse direcionado para corpos de
inclusdo. Isso foi feito com o peptideo PFWRIRIRR, fusionado a cetoesteroide isomerase,
produzido em bactéria, mesmo com residuos de arginina no meio de sua sequéncia (Zorko et
al., 2009). Assim, os fragmentos da digestdo de Ccll seriam pequenos demais para serem
detectados no gel SDS-PAGE, por espectrometria de massa e para interagirem com o anticorpo,
embora pentameros de residuos de aminoacido ja tenham sido detectados (Lucchese et al.,
2007). Se por um lado, a estratégia de formar corpos de inclusdo com o produto recombinante
facilita a purificagdo, o oposto, gerar antimicrobianos recombinantes soliveis também

funciona. Isso foi testado com o PAM pexiganan, andlogo da magainina, fusionado ao
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polipeptideo surfactante DAMP4 (Zhao et al., 2014). Entretanto, a acdo antimicrobiana vista
nas culturas de Ccl1 induzidas foi superior até mesmo a quimera Tc02. Esse dado aponta para
a expressao do peptideo Ccl1 cujo efeito ndo seria explicado tdo somente pela acdo inibitéria
do indutor IPTG. O peptideo cCla-c originado de Coffea canephora ja foi descrito como um
peptideo capaz de penetrar as cé€lulas e possuir parte da sua estrutura anfipatica, embora tenha
carga negativa (Tam et al., 2023). Entretanto, sdo necessarias novas tentativas de identificacao
de Ccll para confirmar a expressdo heterdloga da molécula. Ainda, seja por producdo
recombinante ou por sintese quimica, ¢ importante que esse PAI seja purificado para a

realizacdo de ensaio de MIC que confirme sua atividade como peptideo antimicrobiano.

O peptideo Cc00, o outro peptideo intragénico encontrado no genoma do café, foi
expresso e purificado. Logo ap6s a purificacdo do lisado celular na HisTrap e na SPE, Cc00 ja
foi detectado por espectrometria de massa com a massa média predita. A expressao e obtengao
de Cc00 integro foi de fundamental importancia para o presente trabalho, na medida em que
essa molécula funcionou como um controle positivo do sistema, uma comprovagdo que o
sistema de expressdo ¢ uma plataforma funcional, capaz de produzir peptideos maduros. O
vetor de expressdo, pET, o microorganismo produtor E. coli (KRX), e o indutor, IPTG, foram
os mesmos usados na expressdo das quimeras. Deste modo, as diferencas de comportamento
entre as moléculas podem ser atribuidas com maior confianga a aspectos estruturais e de

bioatividade das mesmas e nao a variacdes das condi¢des de expressao.

O peptideo Cc00, o outro peptideo intragénico encontrado no genoma do café, foi
expresso e purificado. Logo apds a purificacao do lisado celular na HisTrap e na SPE, Cc00 ja
foi detectado por espectrometria de massa com a massa média predita. A expressao e obtencao
de Cc00 integro foi de fundamental importancia para o presente trabalho, na medida em que
essa molécula funcionou como um controle positivo do sistema, uma comprovagdo que o
sistema de expressao ¢ uma plataforma funcional, capaz de produzir peptideos maduros. O
vetor de expressdo, pET, o microorganismo produtor E. coli (KRX), e o indutor, IPTG, foram
os mesmos usados na expressao das quimeras. Deste modo, as diferencas de comportamento
entre as moléculas podem ser atribuidas com maior confianga a aspectos estruturais e de

bioatividade das mesmas e nao a variacdes das condi¢des de expressao.

Foi necessario usar o processo de calibracdo proximal externa para identificacdo de
Cc00 devido ao fato de a amostra ser produto de expressdo heterdloga, pois pode haver

isoformas e € necessario garantir a integridade do produto final. Neste método de calibracao, a
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amostra e o calibrante sao plaqueadas em posi¢des proximas, mas nao misturadas, de modo
que ambas experimentem condi¢des semelhantes nos momentos da ionizagao e deteccao, o que
garante medidas de massa mais acuradas. A bactéria acaba por produzir diferentes
proteoformas. Varios peptideos de maior ou menor tamanho sdo produzidos, devido a erros de
processamento. Ademais, alguns dos peptideos produzidos podem ser degradados por
proteases. Assim, o que se V€ no espectro de massa nao ¢ uma distribuigdo monoisotdpica, mas
uma distribui¢do aproximadamente normal. Nao foi observada uma agdo antimicrobiana para
esse peptideo. De fato, a cultura induzida para Cc00 apresentou valores de densidade inferiores
comparados aos das culturas-controle nao induzidas de Gr01 e de Tc02. Diferenca que pode ser
explicada pela a¢do inibidora de crescimento do IPTG ou da energia metabdlica gasta para a
producdo do PAI, mas ndo PAM, recombinante. Isso era esperado visto que os parametros de
busca do Kamal foram modificados para buscar peptideos com outra atividade bioldgica de
interesse do nosso grupo, resultando na sequéncia de Cc00. Embora ja tenha sido obtido
material puro de Cc00, os testes de atividade biologica e de estrutura secundaria, como por
exemplo dicroismo circular, ndo foram realizados devido as restricdes temporais de entrega

desse manuscrito.

A obten¢do da massa média calculada para o peptideo Cc00 ja apontava para a
integridade da sua sequéncia. Apds a digestao triptica do produto da expressao purificado, foi
possivel sequenciar o fragmento de [M + H]" = 2.344,15 Da por MALDI-TOF/TOF/MS e
verificar que a sequéncia desse fragmento estava integra. Por ESI-Q-TOF/MS foi possivel
identificar outro ion importante, [M + 6H]" = 1.039,49 Da, equivalente ao fragmento predito
de 6.231,974 Da. A diferenca de carga e de ions encontrados em maquinas distintas se deve ao
fato de as fontes de ionizagdo serem diferentes. A fonte de ionizagdo MALDI favorece a
geracdo de ions de carga simples e dupla, enquanto que a ionizagao por eletrospray favorece a
geracdo de ions de multiplas cargas, além de os detectores possuirem sensibilidades distintas.
A comparacdo do trabalho com Ccll e CO0 mostra a diferenga entre se trabalhar com um
peptideo bioativo antimicrobiano € um peptideo putativamente bioativo para outra atividade,

originados do mesmo genoma.

7. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel detectar a producdo, ao menos parcial, das quimeras de
peptideos antimicrobianos Gr01, Tc02 e GST Gr01. Isso demonstra, mais uma vez, a forte agcao

antimicrobiana desses peptideos encriptados, agora validados também quando produzidos por
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expressao heterologa. Com os resultados expostos, também ha evidéncia de que o peptideo
Ccl1 possua atividade antimicrobiana. Por fim, foi produzido e purificado o peptideo Cc00
completamente processado.

E possivel realizar outros estudos para investigar o mecanismo de reconhecimento
molecular das sequéncias antimicrobianas. Existe a possibilidade de que esse mecanismo de
reconhecimento e edigdo de material genético potencialmente toxico seja universal, embora
com diferencas mais ou menos sutis, entre diferentes organismos. Outra abordagem valida trata
da possibilidade de se testar novos arcabougos de encriptacdo de peptideos antimicrobianos,
que permitam de fato silenciar sua atividade.

Ao se observar o que parece ser inicialmente uma atividade antimicrobiana de Ccll,
propde-se novas tentativas de produgao, deteccao e purificagdo desta molécula. Uma proposta
¢ tentar realizar a sintese quimica em fase sélida de Ccl1 e, apds sua purificacdo, realizar testes
de MIC em diferentes microrganismos patogénicos. O peptideo Cc00 foi integralmente
produzido e purificado. Sugere-se a realizacdo de experimentos de dicroismo circular, para
avaliar sua estrutura secundaria, dentre outros experimentos estruturais e testes de sua atividade
bioldgica.

Finalmente, através desse trabalho foram produzidas novas quimeras e peptideos
encriptados e foi demonstrado o funcionamento de um eficiente sistema de produgdo destes
ultimos em E. coli. Esse sistema de expressao pode ser usado para o estudo de diversos outros
peptideos, inclusive os intragénicos, expressos na forma nativa ou mesmo moléculas
completamente novas, na condi¢do de se buscar conhecer, de querer saber a verdade e de se

contemplar a realidade do funcionamento do sistema mencionado.
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CAPITULO II

Expressao do peptideo antimicrobiano DS 01 em Komagataella phaffii usando a via de

processamento do fator-a

1. INTRODUCAO
1.1. Expressao heterdloga de peptideos em leveduras

As proteinas s3o macromoléculas com uma forma determinada por uma
sequéncia de residuos de aminoacido, cada uma portadora de caracteristicas fisico-quimicas
distintivas, como carga liquida, massa molecular e hidrofobicidade (Stollar & Smith, 2020).
Nao apenas essas propriedades individuais de cada residuo, mas a ordem em que eles estdo
organizados e a maneira como interagem entre si s3o determinantes para a estrutura proteica e,
finalmente, sua fun¢ao (Drewniak—Switalska etal.,2021; Jumper et al., 2021; Stollar & Smith,
2020). Pode-se dizer que elas integram a causa material dos corpos bioldgicos (Aristoteles). As
proteinas e peptideos apresentam as mais diversas fungdes na natureza. Dentre suas finalidades
estdo a manuten¢do da estrutura dos seres vivos (proteinas estruturais), como o colageno, ¢ a
catdlise de reacdes quimicas (enzimas), além da funcdo de armazenamento de energia
(proteinas de reserva) e de transporte de elementos necessarios a vida, como a hemoglobina,

que transporta o oxigénio, por exemplo (Nelson & Cox, 2017).

As proteinas s3o naturalmente sintetizadas a partir de moléculas de mRNA nos
ribossomos de cada célula, constituindo a sua causa eficiente, a conversao de residuos de
aminoacido nas macromoléculas em questao (de Marco, 2025). Os seres humanos necessitam
de proteinas em sua dieta. H4, inclusive, os aminodcidos essenciais, que o corpo humano nao ¢
capaz de produzir. Para além da alimentagdo, as proteinas também sdo empregadas como
farmacos e em outras industrias, como a téxtil e na produgdo de detergentes (Ahmad et al.,
2022; Chandra et al., 2020). Apds conhecer mais sobre as proteinas e peptideos e suas
diferentes bioatividades, o homem passou a investigar novas estratégias para a sua obtengao.
Os peptideos podem ser obtidos por isolamento de fontes nativas e através de estratégias
artificiais de producdo, por exemplo por sintese quimica e pela expressao heteréloga (Parachin

etal.,2012; Wang et al., 2022).

A obtencdo de peptideos de fontes nativas consiste no isolamento dos peptideos que se
pretende obter a partir de um organismo no qual esses sdo fisiologicamente produzidos, como

a insulina do figado de porcos ou peptideos da pele de anfibios, assunto ja explorado no capitulo
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anterior. Quanto a producdo de peptideos sintéticos, produzidos a partir de reagdes quimicas
que nao as realizadas fisiologicamente, ha diferentes formas de produgao, sendo a mais comum
a sintese quimica em fase soélida (SPPS). O primeiro processo ¢ apresenta baixa eficiéncia
enquanto o segundo utiliza reagentes toxicos (Deo et al., 2022). A sintese quimica utiliza
diversos reagentes altamente toxicos. Ha ainda um método de ligagao quimica nativa (NCL),
que liga peptideos sintéticos entre si ou eles a peptideos recombinantes por reagdes quimicas
ndo naturais (Fiore et al., 2021). Esse método possibilita a produgdo de peptideos longos e com
modificag¢des pos-traducionais especificas, mas ndo soluciona os problemas de eficiéncia, custo

e riscos a saude humana e ambientais da SPPS.

O terceiro processo para a obten¢do de peptideos consiste na sinergia entre razao humana
e o trabalho intrinseco executado pelos organismos: a sintese proteica ribossomica de DNA
exogeno, ou simplesmente expressao heterdloga. Isso pode ser feito de diferentes maneiras e
de forma temporaria (transiente) ou permanente por meio de técnicas de clonagem génica e de
engenharia genética. A expressao heterdloga de peptideos, muito embora utilizada de forma
massiva na industria farmacéutica, para a producdo de medicamentos e nas industrias
alimenticia e téxtil, encontra diversos desafios. Um deles ¢ a degradacdo dos peptideos
recombinantes devido a falta de estabilidade e exposi¢do a acdo de proteases (Deo et al., 2022;
Lamer et al., 2022). Dentre as estratégias para aumentar a producao de PAM estdo a expressao
multimérica, a fusdo com proteinas de expressdo e a hibridizacdo de peptideos (Deo et al.,
2022). Cada sistema de expressdo possui peculiaridades que podem ser racionalmente
ponderadas quando da escolha do organismo de expressdo para determinada proteina que se
tem a finalidade de produzir. Como visto no capitulo precedente, as bactérias sdo de rapido

crescimento, sendo a E. coli muito bem conhecida e com sistema de expressao estabelecido.

Os fungos, por seu turno, apresentam grande importancia na producdo de alimentos e
de medicamentos desde os tempos antigos aos dias atuais, contemplados com os avangos da
biotecnologia (SHU, 2007). Os usos mais primitivos consistiam no uso desses microrganismos
para a producdo de paes, queijos, ¢ bebidas alcodlicas. Ao longo da histéria, o homem
investigou e desenvolveu ferramentas para se beneficiar dos produtos produzidos pelos
membros do reino Fungi, a exemplo de notaveis estudos de Louis Pasteur sobre a fermentacgao
(Pasteur, 1864). Tais produtos incluem antibidticos, alcoois, enzimas, acidos orginicos e
diversos farmacos. As leveduras sdo fungos unicelulares, sendo que a primeira levedura a ser
amplamente reconhecida como benéfica para a espécie humana e ter o seu genoma codificado

foi Saccharomyces cerevisiae, a levedura fermentativa do pao. Atualmente, junto a S.
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cerevisiae, outras leveduras ganharam grande destaque na area da engenharia genética, como
Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica (Gomes et al., 2018). Uma grande
vantagem das leveduras frente as bactérias ¢ a capacidade de secre¢do das proteinas para o

meio de cultura, o que reduz, facilita e barateia as etapas e purificagdo.

As leveduras tém se destacado como sistema recombinante devido a possuirem
caracteristicas semelhantes as das bactérias, como rapido crescimento e prescindirem de meio
com nutrientes diversos. Ao mesmo tempo, elas sdo capazes de realizar a maioria das
modificagdes pos-traducionais. As PTM mais comuns em leveduras sao N-glicosilagao, O-
glicosi¢agdo, amidag¢do, hidroxilag¢do, metilagdo, acetilacdo e sulfonacao (Gomes et al., 2018).
A levedura S. cerevisiae tem sido historicamente a mais utilizada para expressao heter6loga,
com genoma bem conhecido. Ela possui tanto promotores constitutivos (ADHI, GAPDH,
PGKI, TEF e ENO) quanto induziveis (GALI-10, CUPI1, ADH?2). Um aspecto negativo de S.
cerevisiae ¢ apresentar o efeito Crabtree, isto ¢, em altas concentracdes de glicose, produzir
etanol por fermentacao ao invés de gerar energia pela respiragdo celular. Ademais, S. cerevisiae
tem sido cada vez mais substituida por K. phaffii, Crabtree negativa e produtora eficiente de
produtos recombinantes. A fermenta¢do prejudica a producdo heterdloga de proteinas,
porquanto pode gerar alguns subprodutos toxicos para o microrganismo, além de ser uma via
menos eficiente de producdo de energia. Quanto a expressdo heterdloga de peptideos
antimicrobianos em fungos, ja foram produzidos alguns, como a hispidalina, a defensina do
abacate, a PAF102 em K. phaffii (Meng et al., 2017; Meng et al., 2019; Popa et al., 2019) e

uma cecropina em S. cerevisiae (Xia et al., 2013).

1.2. Komagataella phaffii (Pichia pastoris)

A levedura originalmente classificada como Pichia pastoris, € entdo renomeada
Komagataella phaffii, ¢ uma levedura metilotréfica, isto €, capaz de utilizar metanol como
fonte de carbono e amplamente utilizada como plataforma de expressdo de proteinas
heterologas (Kurtzman, 2009). Na segunda metade da década de 1960, havia grande interesse
na producdo proteinas que servissem como aditivos de racdo animal (feedstock) usando P.
pastoris. Esse ambiente foi possibilitado pelo baixo preco do metanol a época. A empresa
Phillips Petroleum, Bartlesville, Oklahoma, desenvolveu diversos protocolos para cultura de
Pichia em metanol (Kalidas, 2000). O aumento do preco do metanol com a crise do petroleo
nos anos 1970, somado ao barateamento da soja, entao a principal matéria prima, fez o interesse

na producdo de matéria bruta utilizando Pichia reduzir drasticamente. Alguns anos depois, na
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década de 80, o Salk Institute Biotechnology/ Industrial Associates (SIBIA), La Jolla,
California, desenvolveu o sistema Pichia para a expressao de proteinas heterdlogas e

disponibilizou o seu acesso para laboratdrios académicos de pesquisa.

Hé diversas caracteristicas que tornaram o sistema de expressao em Pichia bastante
popular, dentre elas o rapido crescimento, e a capacidade de alcangar altas densidades celulares.
Ha ainda a secre¢@o de poucas proteinas enddgenas, o que facilita a purificagdo. A possibilidade
de se usar diversas fontes de carbono como metanol, glicose e glicerol. Outra vantagem ¢ que
K. phaffii ¢ um organismo que possui STATUS GRAS (Generally Recognized as Safe), isto &,
um organismo seguro para saide humana e para o meio ambiente, assim como E. coli.
Outrossim, K. phaffii ¢ uma excelente secretora de proteinas. Um dos sinais de secre¢do mais
utilizados para a expressao de proteinas em Pichia ¢ o peptideo sinal do fator o, fator alfa de
acasalamento de leveduras (a-MF), o qual ¢ um hormonio peptideo produzido na forma de um
pré-pro peptideo. Assim como em bactérias, a otimizacao dos codons de acordo com a
preferéncia genética de Pichia (codon usage), aumenta os niveis de expressdo heteréloga. De
maneira pratica, aumentar o nimero de copias do gene levou a maiores niveis de expressao de

lisozima em Pichia (Yi, 2020).

Os promotores sao definidos como sequéncias de DNA em que proteinas como a RNA
polimerase podem se ligar e iniciar o processo de transcricao de genes, localizados a jusante do
promotor, em moléculas de RNA mensageiro. Existem dois tipos de promotores: os
constitutivos, que sao expressos a todo o momento, e os promotores induziveis, que devem ser
induzidos por um agente indutor, porém como pré-requisito devem estar livres de inibidores. A
levedura K. phaffii possui alguns promotores finamente regulados como os promotores para os
genes da enzima 4alcool oxidase 1 (40XT) e alcool oxidase 2 (A0X2). Esses promotores sao
fortes e ativos quando ha a presenca da molécula de metanol, porquanto a alcool oxidase ¢ a
primeira enzima da via de degradagdao do metanol. Promotores induziveis sao apropriados para
a producao de moléculas toxicas (Parachin ef al., 2012). Os promotores constitutivos mais
utilizados em K. phaffii sdo o PGK, GAP, TEF e YPTI. Dentre os promotores induziveis, 0s
mais usados sdo 0 AOX1, ADH3, MOX e PTH1I. Outro fator importante a ser considerado ¢ o
fenotipo de K. phaffii apds a inser¢ao do gene no promotor AOXI: a levedura pode metabolizar
metanol a taxas normais, Mut’, ou & uma taxa mais lenta Mut®. A diferenca estd no nimero de
copias do gene AOXI dependendo da forma de integragdo do plasmideo no genoma (Gomes et
al., 2018). O feno6tipo Mut™ descreve uma levedura com os genes AOX deletados, incapaz de

metabolizar metanol.
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A partir do momento em que a levedura ¢ transformada, ¢ necessario um método de
selecdo de clones que permita ao pesquisador distinguir os individuos que receberam a
informagao genética exdgena, dos que ndo a receberam. Para isso, ha dois diferentes tipos das
chamadas marcas de sclegdo, a saber: as marcas de resisténcia a antibioticos e as marcas
auxotroficas (Weiss et al., 2024). As marcas de resisténcia a antibidticos sao genes que
produzem moléculas que conferem resisténcia as células contra o antibiético utilizado no meio

de cultura. No caso da zeocina, por exemplo, o gene que confere resisténcia ¢ o Sk ble.

A auxotrofia consiste no comprometimento da integridade da sequéncia de um gene
responsavel por codificar alguma biomolécula componente de uma dada via biossintética
(Kaplan et al., 2024). Ha diferentes marcas auxotroficas bem estabelecidas para arginina
(ARGI e ARG2), histidina (HIS1, HIS2, HISS) e uracila (URAY5). A linhagem M12 de K. phaffii
possui uma mutagdo no gene LEU2, envolvido na via biossintética do aminoécido leucina. No
presente trabalho, foram utilizados vetores com a marca de selegdo leu2-d, isso €, que
continham a informagao genética para o reestabalecimento da via biossintética de producao da
leucina. Essa marca de sele¢do foi desenvolvida em K. phaffii por Betancur e colaboradores
(2017). O alelo /eu2-d contém apenas 29 pares de base do promotor da leucina de S. cerevisiae.
Consequentemente, as células transformadas com esse método de selecao tendem a possuir
multiplas copias desse gene para compensarem o alelo defectivo, o que se torna vantajoso para
a expressdo do gene heterdlogo de interesse (Betancur ef al., 2017). A levedura K. phaffii
apresenta como grande vantagem a capacidade de secretar eficientemente proteinas
recombinantes, o que facilita a purificagdo, além de realizar varios tipos de MPT. Trata-se de
uma plataforma de uso simples, barata e de facil escalonamento. Por ser uma levedura
fermentativa, S. cerevisiae converte parte da sua fonte carbonica em etanol, o que leva a uma
menor biomassa e menor rendimento de proteinas heterdlogas. Essa perda fermentativa ndo
ocorre em K. phaffii, permitindo que a levedura atinja altas densidades celulares (Ergiin et al.,
2021). Quanto a glicosilacao, K. phaffii adiciona menos residuos de manose que S. cerevisiae,

incorrendo em eventos menos frequentes de hiperglicosilagao (Bretthauer & Castillo, 1999).

1.3. Dermaseptina (DS 01)

As dermaseptinas sdo uma superfamilia de PAM presentes na secre¢do cutanea de ras
do género Phyllomedusa. Elas constituem o principal componente de defesa da pele destes
anuros contra patégenos, integrando sua imunidade inata (Bartels et al., 2019; Kastin, 2013).

As dermaseptinas sao moléculas policationicas que variam de 21 a 34 residuos de aminoacido.
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Elas que afetam a permeabilidade da membrana de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas,
leveduras, fungos filamentosos e protozodrios (Brand ef al., 2002; Castiglioni-Morelli et al.,

2005, Moraes et al., 2011).

Essa classe de moléculas assume estruturagao a-helicoidal anfifilica quando em contato
com determinadas membranas lipidicas e tém a capacidade de desestrutura-las, causando por
fim o extravasamento do citosol, que resulta em morte celular. Elas sio moléculas conservadas,
apresentam de trés a seis residuos de lisina € um residuo de triptofano na terceira posicao,
contado a partir do N-terminal (Bartels ez al., 2019). Na conformacao a-helicoidal, os residuos
hidrofobicos se localizam de um lado da hélice e, na face oposta, os residuos polares catidonicos
(Bartels ef al, 2019). Em meios aquosos, as dermaseptinas se desestruturam de forma

reversivel.

A dermaseptina 01 (DS 01) foi originalmente descrita por Brand e colaboradores em
2002, tendo sido isolada da secre¢@o do anfibio Phyllomedusa oreades (Spix, 1824) (Figura
l.a.). A DS 01 apresenta a sequéncia GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAALGAL-NH;
(Figura 1.b.). Um diferencial da DS 01 ¢ ser efetiva contra tripanossomatideos e possuir agao
em escala micromolar (uM). Essa caracteristica pode se dever ao fato de a DS 01 formar
agregados a partir de uma razao baixa entre peptideos e lipidios, ao contrario da dermaseptina
S. O espectro de agdo da DS 01 é amplo, visto que a dermaseptina S, estruturalmente
semelhante a DS 01, possui atividade apenas contra bactérias (Castiglioni-Morelli ef al., 2005).
Outra caracteristica, que permite explorar aplicagdes biomédicas é a baixa citotoxicidade a

hemacias (Brand et al., 2002).

Figura 1. Organismo produtor e sequéncia da DS 01. a. Adulto macho de Phyllomedusa oreades (Spix, 1824).
Retirado de Moraes ef al., 2011; b. Representacdo em Helix Wheel da dermaseptina (DS 01). Os residuos de

aminoacido representados em verde sdo apolares alifaticos, em cinza sdo os polares ndo carregados, vermelho os
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polares carregados positivamente e em azul os carregados negativamente. Imagem gerada pelo software Kamal.

Adaptada de Brand ef al. (2002).

1.4. Calcitonina
A calcitonina é um hormonio peptidico responsavel pela redugio dos niveis de célcio (Ca*")
circulante. Esse efeito advém da inibi¢ao da atividade dos osteoclastos, células que liberam o
calcio dos ossos e o disponibilizam na corrente sanguinea (Copp et al., 1992; Felsenfeld &
Levine, 2015). Nos peixes, a calcitonina ¢ secretada pelas glandulas ultimofaringeais, analogas
a tireoide (Sekiguchi, 2022). Em seres humanos, a calcitonina ¢ produzida pelas células C ou
células parafoliculares localizadas na tireoide. A calcitonina ¢ sintetizada na forma de um pro-
peptideo e entdo processada (Kiriakopoulos et al, 2022). Na induastria farmacéutica, a
calcitonina ¢ produzida tanto por sintese quimica quanto pela tecnologia do DNA

recombinante. Neste estudo, o gene da calcitonina foi utilizado como controle negativo de

reconhecimento da atividade antimicrobiana contra levedura.

A calcitonina humana foi descrita e purificada pela primeira vez por Copp e
colaboradores em 1962 e a calcitonina de salmao foi descrita por O’Dor e colaboradores em
1969, também com a participacdo de Copp. A sequéncia genética da calcitonina utilizada no
presente trabalho ¢ a que se segue: CSNLSTCVLGKLSQELHKLQTYPRTNTGSGTPG-NH,,
proveniente do salmao (Oncorhynchus keta). Ela possui 33 residuos de aminoacido e apresenta
uma ligacdo dissulfeto. O residuo adicional de glicina se justifica pela molécula ndo sofrer alfa
amidag¢do na regido C-terminal durante a produgdo heteréloga em Pichia. O trabalho de O’Dor,
em 1969, foi o primeiro a caracterizar quimicamente uma calcitonina ndo proveniente de
mamiferos. A calcitonina de salmao ¢ 100 vezes mais potente que a calcitonina humana (Cruz,
1989), enquanto que a calcitonina de porcos € apenas duas vezes mais potente que a humana.
Sabe-se que a calcitonina de salmio interage com membranas lipidicas e forma estruturas

semelhantes a poros (Diociaiuti ef al., 2006).

2. ESTRATEGIA

A instabilidade dos peptideos gerados por engenharia genética ¢ geralmente uma
consequéncia do pequeno tamanho dessas moléculas quando produzidos na forma de
mondmeros, isto ¢, de sequéncias simples. Nos seres vivos, os peptideos sdo frequentemente
sintetizados a partir de moléculas precursoras consideravelmente mais longas, as quais sofrem
processamentos proteolitico e modificagdes pos-traducionais para gerar um ou mais peptideos

maduros. No caso da expressdao recombinante, uma estratégia comumente empregada para
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preservar a estabilidade dos peptideos ¢ a expressao modular de genes, iguais ou diferentes,
que sdo clivados pelo proprio microrganismo ou posteriormente, apos a sua produgdo. No
segundo caso, ¢ necessario que ocorra o processamento proteolitico da proteina precursora in
vitro para a liberagdo do peptideo recombinante, uma etapa que encarece o bioprocesso ou
ainda ¢ possivel utilizar a propria maquinaria proteolitica da célula hospedeira para o mesmo

proposito.

Como visto, proteinas carreadoras podem ser fusionadas ao peptideo ou a proteina
recombinante de modo a promover uma melhora significativa dos niveis de expressao dela. Por
exemplo, a dermaseptina S4 (DS4) foi expressa em E. coli fusionada a GST por Song ¢
colaboradores (2014). Originalmente isolada da pele de Phyllomedusa salvagei, a DS4 também
se trata de um PAM a-helicoidal anfipatico. Em 2015, o grupo de Yu expressou o PAM
cecropina B (CB) fusionado a GST em K. phaffii com o rendimento de 2,2 g/L. Eles também
demonstraram que a atividade antibacteriana da CB recombinante era a mesma da molécula

nativa.

Objetivando-se obter peptideos maduros, ou seja, completamente processados, foi montada
uma estratégia que utiliza a maquinaria da propria célula para executar o processamento e
secrecao dos peptideos recombinantes para o meio extracelular. A estratégia foi inspirada na
via de secrecao do fator o de acasalamento de leveduras, bem descrito em S. cerevisiae e
presente em K. phaffii (Kurjan & Herskowitz, 1982; Brake et al., 1984). O fator a ¢ um
hormoénio peptidico de 13 residuos de aminoacido, em sua forma madura, naturalmente
produzido em S. cerevisiae e K. phaffii na forma de uma pré-pré-proteina contendo quatro
modulos génicos. Ela possui um peptideo sinal de secrecdo e sitios de clivagem que flanqueiam
cada médulo para o processamento pelas enzimas Kex1, Kex2 e Stel3. Uma peptidase sinal
remove o peptideo sinal, seguido da acdo da endopeptidase kexina (Kex2), que remove a regido
pro. A dipeptidil aminopeptidase Stel3 remove o dipeptideo Glu-Ala e a carboxipeptidase B

like (Kex1) cliva os sitios de lisina e de arginina da regido C-terminal (Figura 2. a.).

O gene MFal codifica para um precursor de 165 residuos de aminoacido contendo 4
repeticoes em sequéncia (in tandem) do fator a. O fator a € o sinal de secre¢ao mais utilizado
em leveduras. A Figura 2 ilustra os sitios de clivagem para o processamento do fator a. € como
eles sdo mantidos no cassete de expressdo da DS 01 e da calcitonina. Embora a regido lider do
precursor do fator a tenha sido extensivamente utilizada como sinal de secre¢dao na producao

de proteinas heterdlogas em leveduras, até¢ onde se sabe, o sistema completo de processamento
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do precursor nunca foi devidamente aproveitado para a produgdo recombinante de peptideos.
Curiosamente, ja foi formulada uma hipotese de semelhanga entre a via de processamento do

MFa e da melitina (Kreil et al., 1980).

As quatro sequéncias génicas do fator a foram substituidas pelos peptideos DS 01 e
calcitonina (Figura 2. b.). Em especial, o modulo génico da DS 01 foi clonado em dois vetores
de expressdo: um sob regulacdo do promotor PGK e o outro sob regulacido do promotor 4OX1.
Esperava-se que os peptideos fossem produzidos e completamente processados gerando
peptideos maduros ao se introduzir, no genoma de K. phaffii, um plasmidio com os quatro
modulos peptidicos separados pelos sitios de clivagem da via de processamento do fator a. A
transcrigdo de quatro mRNA por vez ao invés de um também poderia acarretar um aumento na
producao de seu respectivo peptideo no mesmo intervalo de tempo e, portanto, da eficiéncia do
processo. As evidéncias obtidas com essa estratégia poderiam corroborar a hipdtese do capitulo
anterior. A hipotese ¢ que seria possivel “silenciar” a atividade antimicrobiana do peptideo
durante o seu processo de producdo, devido ao gene se encontrar um moédulo génico.
Entretanto, caso ocorra o reconhecimento do gene ou o processamento do peptideo, como

parece ser ocorrido, espera-se aqui que a atividade da DS 01 nio seja inibida.

-
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Figura 2. Estrutura do Fator-a. a. representagdo esquematica dos elementos que compdem o sistema de
produc¢do do Fator-a nativo, incluindo a sequéncia sinal, a regido pré e os quatro modulos do Fator-o espacados
por sitios de clivagem. Adaptado de Julius et al. (1983); b. representacdo esquematica do sistema de heterdlogo
com o promotor, peptideo sinal, regido pro, as quatro repetigdes da sequéncia da DS 01 ou da calcitonina e os
elementos para secre¢do e processamento do cassete de expressdao de peptideos indicando os sitios de clivagem

proteoliticos para Kex1, Kex2 e Stel3.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
e Produzir e observar se ha atividade antimicrobiana da DS 01 recombinante produzida
em Komogataella phaffii usando a via de processamento do fator a.
3.2. Objetivos especificos

e Construir vetores de expressao contendo um cassete de expressao génico dos
peptideos de interesse formado por quatro repeticdes modulares de seus genes;

e Transformar a levedura K. phaffii com os vetores de expressao, identificar e isolar os
clones produtores dos peptideos;

e Testar a atividade da DS 01 contra K. phaffii.
4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Microrganismos
Bactérias

Para a etapa de clonagem, foi utilizada a linhagem de Escherichia coli XL10-gold (Agilent
Technologies, EUA): Tetr A(mcrA)183A(mcrCB hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F'proAB laclgZAM15 Tnl10 (Tet') Amy Cam'].

Leveduras
K.phaffii X-33: his4.::HIS4 (derivada da linhagem GS115) (Invitrogen, EUA)

K. phaffii M12: leu2 (derivada da linhagem X-33) (Betancur et al., 2017)

4.2. Vetores, enzimas de restri¢io e primers

O modulo génico da calcitonina foi clonado no vetor de expressao constitutivo pK-1d,
que possui o promotor da fosfogliceratoquinase (PGK) e a marca de selecao auxotréfica para
leucina, de onde “ld”, constituindo o vetor pK CT-Id (Figura 3). O mo6dulo génico da DS 01
foi clonado no mesmo vetor, constituindo o plasmideo pK_DS01-1d, assim como no plasmideo
pPICZaA, que estd sob o promotor AOXI e contém a marca de selegdo para a zeocina,
formando o plasmideo pPICZa_DSO1. As enzimas de restricdo usadas para a clonagem foram

Notl e Xhol e para a linearizacdo do plasmideo para a transformacdo, Sacl (Tabela 1). As
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sequéncias dos primers usados para a confirmagao do sitio de integragcdo dos genes no genoma

da levedura estdo listados na Tabela 2.

PGK1_PICHIA_PK_F
Sacl (as)

Xhol (sen)

Notl (1357) ) Pk_DS 01-1d
g tt

.. 208) ADX1_genomic_F Sael (0m)
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Xhel (1184
RPICZ DSOL R (1212.1232)

o

7 BTN

By Aox1 termin®™ g8 I
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Figura 3. Vetores de expressio para CT e DS 01. a. pK CT-1d; b. pK_DS01-1d ¢ ¢. pPICZa_DSO01. Imagem

gerada pelo software SnapGene.

Tabela 1. Informacdes sobre as enzimas de restri¢ao. Codigo, nome, sitio de clivagem e tampao de reagdo das

enzimas de restri¢ao utilizadas neste trabalho.

Codigo Enzima Sitio de clivagem Tampao
RO189 Notl GC*GGCCGC NEB Buffer r3.1
10 703 788 001 Xhol C*TCGAG NEB Buffer r3.1
RO156 Sacl GAGCT*C NEB Buffer
rCutSmart
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Tabela 2. Oligonucleotideos. Nome e sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados nesse trabalho ¢ a sua

finalidade.

Primers Sequéncia 5°-3° Finalidade

PGKI1 PICHIA PK F 5 -TCTCATCCATGAGTGAGTCCT Confirmacao sitio de integragdo
DS 01 e CT com promotor PGK1

PGK1 PICHIA PK R 5’-CTGAGGAACAGTCATGTCTAA  Confirmagao sitio de integragdo
DS 01 e CT com promotor PGK 1

AOX1 genomic F 5-TTATTGGGCTTGATTGGAGCT Confirmacao sitio de integragdo
DS 01 com promotor AOX1

pPICZ DSO1 R 5’-TCTGGGTAATCGTTGACCACA  Confirmacao sitio de integracdo
DS 01 com promotor AOX1

4.3. Sintese quimica em fase sélida (SPPS)

A sintese quimica em fase so6lida da dersmaseptina (DS 01) foi realizada em um
sintetizador automadtico de peptideos Prelude (Protein Technologies, Inc), segundo a instrucao
do fabricante. A resina usada foi a Rink, que permite possibilita a sintese de peptideos amidados

na regido C-terminal.

4.4. Purificacio da DS 01 s por HPLC

Inicialmente, o material bruto proveniente da sintese foi dissolvido em dgua a Img/mL
e centrifugado a 15.000 rpm durante 30min. Um volume de 500 pL de sobrenadante foi
aplicado, a cada andlise cromatografica, em uma coluna Phenomenex Jupiter 10 pm C18 (250
x 21.20 mm) equilibrada com 95% de solvente A (Agua deionizada + 0,1% de TFA). A corrida
foi iniciada com 5% de solvente B (Acetonitrila + 0,1% de TFA) durante Smin., seguido de um
gradiente de solvente B de 5 a 95% em 30 min. e entdo mais 5 min. de solvente B a 95%. O
fluxo foi de 10 mL/min. A elui¢@o dos compostos foi monitorada em 215 e 280nm, capazes de
detectar ligagdes peptidicas e anéis ressonantes, respectivamente. A coleta das fragdes foi
realizada manualmente. A purificacdo do peptideo foi realizada em coluna semi-preparativa
Jupiter 4pu Proteo 90A (250 x 10.00 mm). A corrida isocratica foi realizada com 33% de
acetonitrila. O fluxo foi de 2,5 mL/min. Por fim, realizou-se uma corrida em coluna analitica
Aeris WIDEPORE 3.6p x 8 C18 (250 x 4.60mm) com o mesmo gradiente de 5 a 95% de
solvente B e fluxo de ImL/min. para confirmar o grau de pureza do peptideo purificado. Os

cromatogramas e dados brutos foram exportados no Software LabSolutions.

116



4.5. Analise da DS 01 s por Espectrometria de Massa

As fragdes correspondentes ao peptideo de interesse foram secas e dissolvidas em agua
deionizada. As amostras foram misturadas em matriz de o-ciano na propor¢do de 1:9 e
cristalizadas em uma placa alvo (Bruker Daltonics). Apds a evaporacao do solvente, os
espectros de massa foram adquiridos em um espectrometro de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Alemanha) em modo linear positivo na faixa de
massa de 700 a 3.500 Da. A calibragdo do equipamento foi feita com a solugdo calibrante de
peptideos (Peptide Calibration Standard, Bruker Daltonics). Apds aquisi¢do do espectro no
modo linear positivo, o espectro de massa do ion parental e dos ions filhos foi adquirido no
modo LIFT. Procedeu-se com o sequenciamento de novo do peptideo utilizando-se o software
Flex Analysis (Bruker Daltonics). As imagens dos cromatogramas foram produzidas com o

Software GraphPrism.

4.6. Ensaio de Concentracio Inibitéria Minima (MIC)

Em uma placa de 96 pocos, foram colocados 50 pL de meio RPMI em todos os pogos
a serem testados, a exce¢ao dos pocos da primeira e da ultima colunas da placa. A tltima coluna
contém 100 pL de meio e ¢ a coluna controle de esterilidade do meio. Um volume de 100 pL
da solugdo da molécula, com o dobro da concentragao maxima a ser testada, ¢ homogeneizado
no primeiro poco. Em seguida, 100 pL. do primeiro pogo sdo homogeneizados no poco
subsequente. As diluicdes prosseguem até o décimo poco. A cada poco, a concentragdo torna-
se a metade da concentragdo do pocgo anterior. No décimo pogo, foram retirados 50 puL para que
ele contenha o mesmo volume que os anteriores. Preparou-se uma suspengdo de células de K.
phaffii a 5x10° células/mL. Em cada pogo, foram adicionados 50uL da suspensio, de modo que
a concentragio inicial do experimento fosse de 2,5x10° células/mL. As células foram contadas
em uma camara de Neubauer usando um microscopico 6ptico. O décimo primeiro poco contém
apenas meio RPMI e as leveduras, sendo o poco de controle de crescimento do organismo.
Utilizou-se o antifungico anfotericina B como controle positivo de a¢do antimicrobiana. Os
testes de atividade inibitéria minima (MIC) foram realizados na Universidade Catolica de
Brasilia (UCB), Campus de Taguatinga. As células foram cultivadas na placa a 37°C em um
espectrofotometro. Como controle positivo, usou-se a droga fungicida anfotericina B (de
Ghellinck et al., 2015). As leituras foram realizadas em um comprimento de onda de 600nm a

cada duas horas durante 70h.
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4.7. Transformacao de bactérias por choque térmico

Uma aliquota de Escherichia coli (XL 10 — Gold) contendo 100 uL de células em um
tubo Eppendorf foi retirada do freezer -80°C e incubada com 1pL de DNA plasmidial a 1,37
pug/uL no gelo durante 30 min. Apos esse periodo, as células foram submetidas a um choque
térmico a 42°C por 90s e, imediatamente, 900 pL de meio LB sem antibiotico foram
adicionados ao tubo. As células foram mantidas em recuperacao durante 1h a 37°C. As células
foram centrifugadas a 4.000 rpm por 4 min. Um volume de 800 pL do sobrenadante foi retirado
do tubo e descartado, o pellet foi ressuspenso em 200 pL. de meio LB e plaqueado em meio LB

agar contendo 100 pg/mL de ampicilina.

4.8. Cultura de células

Colodnias bacterianas isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio LB com 50 ng/mL
de ampicilina e cultivadas sob agitacdo de 200 rpm, a 37°C overnight em frascos de vidro. Nos
casos em que se desejava obter maiores concentragcdes de DNA, 1 mL da cultura de 5 mL,
estabelecida como pré-indculo, foi inoculada em 99 mL de meio LB com 50 pg/mL, totalizando

100 mL de cultura, cultivada nas mesmas condig¢des descritas no capitulo anterior.

Para as colonias de leveduras, estas foram transferidas da placa de transformacao para
outra placa com um grid de papel numerado para distin¢do das colonias. Para cada colonia para
a qual se desejava realizar um teste, a mesma era inoculada em meio minimo liquido, e crescida

a 28 °C a 200 rpm pelo tempo conveniente a cada teste.

4.9. Extracio de DNA plasmidial

Foram realizadas extracdo do DNA plasmidial em pequena escala (Miniprep) da
seguinte forma: apds o crescimento acima descrito, cerca de 3 mL do contetudo dos tubos de 5
mL foi centrifugado em tubos de 1,5 mL a 1.400 rpm durante 2 min., duas vezes. A extragdo de
DNA foi realizada como descrito em Sambrook et al. (1989). O sobrenadante foi descartado.
O pellet foi dissolvido em 200 pL da solucdo I acrescidos de 360 pL da solugao II. O tubo foi
invertido suavemente de modo a promover a homogeneizagdo de seu conteudo e incubado a
temperatura ambiente durante Smin. Entdo, adicionou-se 300 pL de solucao III gelada para
parar a reacao. O conteudo foi homogeneizado e incubado no gelo por Smin. Apos esse periodo,
procedeu-se a centrifugacdo a 10.000 g durante Smin. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, 750 puL de isopropanol foram adicionados, o contetido homogeneizado e incubado

durante Smin. seguido de centrifugag@o a 10.000 g durante Smin. O sobrenadante foi descartado
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e o contetdo dissolvido em 200 pL de solugao I e 110 uL de acetato de amonio 7,5M foram
adicionados. O conteudo do tubo foi misturado vigorosamente. Seguiu-se uma centrifugacao
de 10.000 g por 10min. O sobrenadante foi transferido mais uma vez para um novo tubo e
misturado com 750 pL de etanol 100% gelado. Centrifugacdo a 10.000g por Smin. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500 pL de etanol 70% gelado, seguido da
centrifugacao final a 10.000 g por 2min. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco a
temperatura ambiente. O DNA plasmidial foi dissolvido em 50uL de dgua deionizada com
RNAse (10mg/mL). Esse procedimento foi realizado antes do processo de digestdo e ligacao
de plasmideos. Antes da transformagdo de leveduras, que requer maiores quantidades de DNA
plasmidial, ao menos 10pg, foi realizada a preparacdo de DNA plasmidial em média escala
(Midiprep). Ela foi realizada a partir de 100mL da cultura celular de bactérias crescida durante
18h a partir de ImL de volume do pré-indculo. A extragdo de DNA plasmidial foi feita com o
kit Qiagen Plasmid Maxi (Qiagem), de acordo com as instru¢des do fabricante. A quantificagado
da concentracdo do DNA extraido foi realizada com um espectofotometro NanoDrop One

(Thermo Scientific).

4.10. Digestiao dos plasmideos com enzimas de restri¢cio

A digestao do plasmideo advindo da sintese quimica comprado da empresa Integrated
DNA Techologies (IDT) extraido por kid de Midiprep foi digerido com as enzimas Xhol e Notl
overnight a 37°C. Para uma reagdo de 100 pL, foi usado 5 pL de cada enzima de restri¢do, 10
puL do tampao de reagao 10x, o volume de DNA correspondente a pelo menos 10ug e o volume
de 4gua necessario para completar o volume de reacdo. As bandas de interesse foram extraidas
em gel de agarose com kit de extracdo de gel (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen). Os

vetores de expressao foram digeridos e extraidos do mesmo modo.

4.11. Ligacao

Os cassetes de expressao e os arcaboucos dos vetores de expressao foram ligados em
uma reacao de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase overnight a 4°C. Para um volume de 10
pL de reacdo, usou-se 1pL de tampao da T4 DNA ligase 10x, 0,5 uL de vetor, 1 uL do inserto,
7 uL de dgua e 0,5 uL de T4 DNA ligase.

4.12. Linearizac¢iao do vetor de expressao

Os plasmideos utilizados para a transformagao da levedura foram extraidos do vetor

bacteriano de clonagem. Ao menos 10 pug de cada plasmideo foi linearizado overnight a 37°C
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usando a enzima Sacl para permitir a integracdo no genoma de K. phaffii. A digestdo foi
verificada por eletroforese em gel de agarose ao se comparar a amostra linearizada ¢ a nao

digerida.

4.13. Transformacao das leveduras por eletroporacio

Previamente a transformagao, os vetores integrativos foram precipitados com 0,3M de
acetato de sodio e 2 volumes de etanol gelado. A transformagao das leveduras para integragao
dos vetores no genoma foi realizada por eletroporagdo segundo o protocolo EasySelect Pichia
Expression Kit (Invitrogen, EUA). Uma colonia fresca de K. phaffii (M12) descongelada e
plaqueada em meio YPD agar foi inoculada em 20 mL de meio YPD e crescida durante 24h a
28°C a 200rpm. O volume necessario do pré-indculo para alcancar uma O.D.s0o de 1,3 em
aproximadamente 16 h foi adicionado a 100 mL de YPD em um frasco de um litro. A cultura

foi mantida a 28°C a 200 rpm durante aproximadamente 16 h até que atingisse a O.D.s00 de 1,3.

Neste momento, todo o volume da cultura foi coletado, dividido em dois falcons de 50
mL e centrifugada a 1.500 g, a 4°C por 5 min. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet
lavado trés vezes com agua estéril gelada, sendo primeira lavagem feita com 100 mL de dgua
e as duas subsequentes com 50 mL. Uma quarta lavagem foi feita com 4 mL de sorbitol 1M
gelado. Apds esta etapa, o precipitado foi ressuspenso em 300 pL de sorbitol. Para cada
eletroporacao, foram misturados 80uL de células de levedura ressuspensas em sorbitol e 10ug
de DNA linearizado em cubetas de eletroporacao de 2mm (Bio-rad) e a mistura foi incubada
no gelo durante 5 min. O pulso elétrico foi aplicado com um eletroporador configurado com os
seguintes parametros: 1500V, 400 Q e 25 pF. Imediatamente apos a aplicagao do pulso elétrico,
1 mL de sorbitol gelado foi adicionado as cubetas e as células foram plaqueadas no meio

minimo para sele¢do dos clones transformantes.

4.14. PCR de colonia

Uma pequena parte de cada colonia de levedura foi dissolvida em 20 pL de agua. A
partir dessa dilui¢ao, 2 uL foram utilizados para a reagdo de PCR. Para uma reagdo de volume
final de 20 pL, foram adicionados 0,4 uL de forward primer, 0,4 uL de reverse primer, 2 pLL
de ANTP (2 mM), 2 pL de tampdo HF e 0,1 uLL da Taq. DNA polimerase Phusion. O tamanho
dos amplicons, previamente simulados pelo software SnapGene foi verificado por gel de

agarose.
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4.15. Inducao da expressao heteréloga dos peptideos

As culturas as usadas na expressao por metanol eram crescidas em meio liquido, como
descrito, por 24h. Caso atingissem uma O.D.s00 equivalente a 20.0, eram diluidas no meio de
indugdo para iniciarem a inducdo a uma O.D.co0 de aproximadamente 5.0. A expressdo da
proteina foi induzida adicionando-se 0,5% de metanol absoluto, em relacdo ao volume da

cultura. A cada 24 h, a cultura era realimentada com a mesma quantidade de metanol.

4.16. Cinética de crescimento

As colonias escolhidas para a expressao dos peptideos foram inoculadas separadamente
em 20mL de meio BMGY em frascos Erlenmeyers de 200 mL, para garantir a oxigenagao das
células, e crescidas durante 24 h a 28°C e 200rpm. As culturas foram diluidas em 100 mL de
meio BMMY, induzidas com metanol e crescidas nas mesmas condi¢des por 96 h. A
mensuracao da densidade Optica das culturas foi feita a cada 12h e a realimentagdo com metanol

realizada a cada 24 h.

5. RESULTADOS
5.1. Construc¢ao dos plasmideos de expressao

Os plasmideos de sintese foram digeridos com as enzimas Notl e Xhol, liberando com
sucesso os fragmentos correspondentes aos modulos génicos da calcitonina, de 478 bp, e da
dermaseptina, de 430 bp, que podem ser vistos nos retangulos azuis da Figura 4. Os modulos
génicos foram extraidos do gel de agarose em quantidades suficientes para permitir a ligagao
aos plasmideos de expressao. Contudo, tanto as intensidades das bandas extraidas do gel quanto
a suas respectivas concentragdes apos a purificagdo foram aquém do esperado. Os fragmentos

génicos foram ligados aos vetores de expressao constitutivo, pK-1d, e induzivel, pPICZaA.

121



4000bp

1500bp

400bp

Figura 4. Gel de agarose dos vetores pUCIDT_CT e pUCIDT_DSO01. Gel de agarose dos vetores pUCIDT _CT
e pUCIDT _DSO0lI intactos e digeridos com Notl e Xhol. Volume de amostra digerida: 20uL. 1. ¢ 2. pUCIDT _CT
digerido; 3. pUCIDT_CT intacto; M. Marcador 1Kb Plus, 4. pUCIDT _DSO01 intacto; 5. ¢ 6. pUCIDT_DSO01
digerido. Volume aplicado de marcador: SpL. Os moédulos génicos da calcitonina e da DS 01 estdo indicados pelos

retangulos azuis.

ApOs a etapa de clonagem para se obter maiores quantidades dos vetores de expressao
eles foram novamente digeridos com Notl e Xhol para averiguar sua integridade. O gel de
agarose feito aplicando-se as reacdes de digestdes dos vetores de expressao ilustra a primeira
evidéncia de sua integridade (Figura 5). Todos os vetores foram linearizados com sucesso com
a enzima Sacl para permitir a integragdo no genoma. A Figura 6 mostra a linearizacdo dos
vetores de expressao constitutiva pK CT-1d e pK_DSO01-1d. As linhagens de levedura M12 e
X-33 foram transformadas com os vetores constitutivo e induzivel, respectivamente. Em ambas
as transformacdes, foi observado um nimero maior de colonias de nas placas relativas a

calcitonina do que as relativas a dermaseptina (dados nao mostrados).
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1500bp
1000bp

500bp

Figura 5. Gel de agarose dos cassetes de expressdo liberados. Gel de agarose 1% para confirmagdo das
construgdes dos vetores de expressao pK_DSO01-1d e pK_CT-1d através da digestdo com as enzimas de restri¢ao
Xhol e Notl para liberagdo dos cassetes de expressdao. 1.pK CT-Id intacto, 2. pK_CT-1d digerido, M. Marcador
1Kb Plus, 3. pK_DSO01-1d intacto e 4. pK_DSO01-1d digerido.

Figura 6. Gel de agarose dos vetores linearizados. Gel de agarose 1% da linearizag@o dos vetores de expressdo
pK CT-1d e pK_DSO01-1d com a enzima de restricdo Sacl para integragdo no genoma. 1. pK CT-1d intacto; 2.
pK CT-1d digerido; M. Marcador 1kb Plus; 3. Vetor pK_DS01-1d intacto; 4. Vetor pK_DSO01-1d digerido.

5.2. Confirmacao dos transformantes por PCR de colonia

Colonias da placa de transformag¢do foram passadas para uma nova placa de
crescimento e outra parte das mesmas colonias foi submetida a reacdes de PCR para verificar
a integracao dos modulos génicos no genoma das leveduras. As Figuras 7 e 8 ilustram os géis

de agarose dos produtos das PCR para confirmar o sitio de integracdo dos moédulos génicos da
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calcitonina e da dermaseptina, respectivamente, logo apds o promotor constitutivo PGK. O
tamanho esperado do amplicon era de 1035 bp, para os transformantes para calcitonina e de
987 bp para os transformantes de dermaseptina. Das dez colonias transformadas para
calcitonina, sete apresentaram amplicon de tamanho esperado, mas apenas cinco, os clones 231,
271, 501, SII e 18II foram considerados transformantes aceitaveis e mais confidveis para
expressao heterdloga, porquanto ndo apresentaram outras bandas. Causou estranhamento as
bandas amplificadas de forma inespecifica nos clones 141 e 2611, pois nao hé outros pontos de
amplificacdo detectados. O mesmo aconteceu com os amplicons dos clones 15 e 17 de

transformantes para a DS 01 e, dos dez clones testados, nenhum foi positivo.

1500bp

1000bp
850bp

Figura 7. PCR para confirmacao da integragio do vetor pK-CT-ld. PCR de confirmagio do sitio de integrago
do vetor pK-CT-1d no genoma da levedura. M. Marcador 1Kb Plus. 1. Clone 141I; 2. Clone 231; 3. Clone 271; 4.
Clone 411; 5. Clone 50I; 6. Clone 5II; 7. Clone 18II; 8. Clone 261I; 9. 4111 e 10. Clone 5011.

500bp
300b

20060
100bp

Figura 8. PCR para confirmacio da integracio do vetor pK-DS01-ld. PCR de confirmagdo do sitio de
integrag@o do vetor pK-DS01-1d no genoma da levedura. M. Marcador 1kb Plus. 1. Clone 2; 2. Clone 5; 3. Clone
6; 4. Clone 7; 5. Clone 9; 6. Clone 10; 7. Clone 15; 8. Clone 16; 9. Clone 17; 10. Clone 18.
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Diante das evidéncias experimentais, que sao a auséncia de amplicons ou amplificacdes
inespecificas resultando em amplicons de diferentes tamanhos, suspeitou-se que a
dermaseptina fosse um produto téxico para a levedura e que comprometeria o crescimento das
coldnias transformadas mesmo em placas, pois sua expressao € constitutiva. Assim, optou-se
pela busca de transformantes positivos da DS 01 dentre as colonias transformadas com o vetor
induzivel. O evidente sucesso da transformagdo para as colonias que possuem o promotor
induzivel por metanol, AOX1, pode ser observado na Figura 9. O amplicon esperado ¢ de 1046
bp. Assim, para pPICZa_DSO01 foram testadas treze colonias das quais onze sdo transformantes
positivos. Nao se observou amplificagdo inespecifica para essa construg¢ao. As coldnias de vetor
vazio controle pPICZaA, ndo foram testadas por PCR para avaliar o sucesso da transformacao,
apenas por crescimento na placa com zeocina e usadas como controle negativo para as PCR do

vetor com o gene da DS 01.

M 2 8 9 10 11 12 13 14 15 16 ¢

1 3 4 5 6 7
——A——d —— —— —— —— —— —— —— —— —— — — —— —— —— —— —

2000bp
1500bp

1000bp

700bp
500bp

200bp

Figura 9. PCR para confirmacio da integracido do vetor pPICZaA_DS01. PCR de confirmagao do sitio de
integracao do vetor pPICZaA DSO01 no genoma da levedura. M. Marcador O’Gene Ruler 1kb Plus; 1. a 13. Clones
de 1 a 13 de K. phaffii transformadas com o plasmideo pPICZo,_DSO01; 14 a 16. Clones 1 a 3 transformados com
o plasmideo pPICZa. Ctr-: Reacdo de PCR com todos os componentes, exceto o DNA.

5.3. Teste de crescimento diferencial em placas com metanol

Com a finalidade de verificar se a presenga do gene da dermaseptina, mesmo sem a
producdo imediata da DS 01, também prejudicava em alguma medida o crescimento da
linhagem X-33 de K. phaffii, realizou-se um teste de indu¢do em placa de meio de cultura
minimo (MD) com metanol. Um volume de 100 puL de metanol foi pipetado na tampa da placa

de petri de meio MD com dez colonias de transformantes de pPICZaA_DS01 PCR positivos.
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Como controle negativo, trés clones transformados com o vetor vazio pPICZaA, sem o gene,
também foram transferidos para a mesma placa. As mesmas colonias foram plaqueadas em
meio MD com glicose. A adi¢do de metanol na tampa da placa induz a expressao da DS 01. Os
clones de ambas as construgdes cresceram normalmente, a taxas semelhantes, em meio sem
metanol. Contudo, na placa com adi¢ao deste alcool, todos os clones cresceram mais
lentamente, sendo que os produtores de DS 01 pareciam crescer a taxas ainda menores que 0s
controles (figura 10). Esse resultado sugere que a dermaseptina compromete, em alguma
medida, o crescimento de K. phaffii. Ainda ndo esta claro se foi o peptideo DS 01 maduro ou o

moédulo ndo completamente processado o responsavel pela atividade antimicrobiana observada.

Figura 10. Culturas de K. phaffii em meio com metanol. a. Placa de meio MD + 1% de glicose, coldnias de 1.
a 10. Komagataella phaffii (X-33) trasformada com o plasmideo pPICZaA_DSO01 e colénias de 11. a 13. K. phaffii
(X-33) transformada com pPICZaA (vetor vazio). b. Placa de meio MD + metanol 0,5%, mesma ordem de

colonias.

5.4. Cinética de crescimento

Buscou-se verificar também se a inducdo da DS 01 em meio liquido afetava o
crescimento da levedura ao longo do tempo de um modo semelhante ao observado em bactérias
para as quimeras, consideradas as devidas diferencas entre os sistemas e as condigdes
experimentais, discutidas mais adiante. Cinco colonias PCR positivas para o plasmideo
pPICZo,_DSOI1 e dois clones positivos para o plasmideo pPICZa,_A, usadas como controle,
foram induzidas em meio liquido com metanol. Ao analisar a cinética de crescimento das
culturas, € possivel observar que até aproximadamente 40h, as culturas com o gene da DS 01

crescem a uma taxa consideravelmente menor que as culturas sem o mesmo gene (Figura 11).
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A partir de 40h, as culturas com o gene da DS 01 comecam a atingir densidades mais proximas
aos controles. O pico de crescimento dos controles ocorre em 60h. Entre 72 e 84h, as culturas
apresentaram menor variacao em suas densidades em comparacao a outros intervalos de tempo
do experimento. Nao foi possivel purificar ou mesmo identificar a presenga DS 01, mas tdo
somente observar a acao antimicrobiana da biomolécula. Desse modo, nao € possivel dizer se
ela foi completamente processada até a forma nativa ou ainda se ela estava ativa na forma de

alguma proteina ou peptideo ndo completamente processado.

Cinética K. phaffii (X-33) - DS 01

Clone 1
Clone 2
Clone 3
Clone 4
Clone 5
Controle negativo 1
Controle negativo 2

40 A

EEEEXR

30

0.D.600

20 A

10 4

T
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Figura 11. Grafico com as curvas que representam as cinéticas de K. phaffii (X-33). Grafico com as curvas
que representam as cinéticas de Komagataella phaffii (X-33) ap6s a indugédo da expressdo da DS 01 recombinante
com 0,5% de metanol a 200rpm, 30°C durante 96h. Os clones 1 a 5 s3o as leveduras transformadas com o
plasmideo pPICZaA DSO1, verificados por PCR e os controles negativos 1 e 2 sdo as leveduras transformadas

com o vetor vazio pPICZaA.

5.5. Purificacao da DS 01s

A DS 01 advinda da sintese quimica (DS 01s) foi purificada em coluna preparativa
(dado ndo mostrado). O grau de pureza da DS 0Ols foi avaliado como superior a 90%
calculando-se a drea abaixo da curva do pico cromatografico correspondente a eluicdo do
proprio peptideo sintético e sua propor¢cao em comparagdo com a area abaixo da curva de outros

picos do mesmo cromatograma, mostrado na Figura 12.
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Figura 12. Cromatograma da DS 01 sintética. Cromatograma para determinacdo do grau de pureza da DS 01

sintética obtido por HPLC de fase reversa em coluna analitica C18.

5.6. Caracterizacao da DSO01 s

Antes da realizacdo do teste de MIC foi realizado o sequenciamento da DS 01 para
confirmacao da identidade e integridade da macromolécula. A Figura 13 mostra o espectro de
massa MS da DS 01s, representada pelos ions [M + H]" =2793,88 Da e [M + 2H]" = 1397,98

Da. A DS 01s também foi integralmente sequenciada (Figura 14).

i X105 DS01puriftubo2 0:A7 MS
2703.89

u.]

Intens. [a.

0.8

0.6

0.4+

1397.98

0.2
1853.49

2006.96

833,21 1046.68 1665.19 | 202049 54757 MHL | 3030.01
. i [N " s

T T T
1000 1500 2000 2500 3000

0.0

miz

Figura 13. Espectro MS da DS 01s purificada [M + H]* = 2793,885 Da. Espectro de massa MALDI-TOF em
modo refletido da DS 01s purificada [M + H]+ =2793,885 Da.
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Figura 14. Espectro de fragmentaciio da DS0 01s [M + H]* =2793,907 Da. Espectro de fragmentagdo MALDI-
TOF/TOF em modo LIFT da DS0 01s [M + H]" =2793,88 Da.

5.7. Teste de MIC da DSO01 sintética em K. phaffii

O ensaio realizado mostrou que o MIC para a DS 01 contra K. phaffii é igual a 128 pM,
valor bastante superior ao esperado (Figura 15). O valor encontrado por Ramada e
colaboradores (2017) para a DS 01 contra C. albicans foi de 4 uM. As leveduras dos pogos
com concentracdes inferiores a 128 pM mostraram um crescimento semelhante aos pogos-
controle de células com meio. Os pogos-controle positivos G9, H3 e H6, com 0,62 uM de
anfotericina, apresentaram crescimento ao final do experimento. Possivelmente, devido ao fato
de ser a concentragdo mais baixa testada do antiflingico. A linha “A” da placa, primeira replicata
da DS 01s apresentou um comportamento bastante diferente das demais. Por algum motivo
desconhecido, as células dessa linha atingiram um pico de crescimento e depois apresentaram
reducdo progressiva na densidade, indicio de morte celular. Esse experimento tratou-se de um
teste preliminar para verificar a sensibilidade de K. phaffii a DS 01 antes da sua producdo
heter6loga. O teste foi realizado, porquanto Ramada e colaboradores (2017) demonstraram que
a DS 01 afeta outra levedura, Candida albicans. Desse modo, suspeitou-se da atividade da DS
01 contra K. phaffii. A DS 01s usada para esse teste preliminar ja havia sido sintetizada no
laboratoério e, devido a restrigdes de tempo, o ensaio ndo foi repetido com DS 01s sintetizada

neste trabalho.
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Figura 15. Teste preliminar de atividade inibitoria minima (MIC). Teste preliminar de atividade inibitoria minima (MIC) de DS01 s contra a levedura Komagataella phaffii
X-33 em meio RPML. Fileiras A e B para a coluna 1. 128 uM de DS 01; 2. 64 uM; 3. 32 uM; 4. 16 uM; 5. 8 uM; 6. 4 uM; 7. 2 uM; 8. 1 uM; 9. 0,5 uM; 10. 0,25 uM. 11. células
e meio sem DS 01; 12. meio sem células; C e D; réplica 2 de DS 01; E e F: réplica 3 de DS 01; Colunas: G1 e H1; G4 ¢ H4; G7 ¢ H7: 2,5 uM de anfotericina B; G2 ¢ H2; G5
e H5; G8 e HS: 1,25 uM de anfotericina B; G3 e H3; G6 e H6; G9 ¢ H9: 0,62 uM de anfotericina B.
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6. DISCUSSAO

As amplificacdes por PCR das colonias de expressdo constitutiva de DS 01
demonstraram que todos os clones testados ndo geraram o amplicon de tamanho esperado. E
evidente que, de algum modo, o material genético com a sequéncia da DS 01 foi modificado.
Deve haver algum mecanismo que permita que a célula reconheca, no momento da traducao,
ou mesmo ja na transcri¢do, uma molécula toxica em seu genoma. Como resposta a esse
reconhecimento, a levedura entdo reorganizaria o seu material genético de modo a retirar parte
da sequéncia do gene do PAM ou mesmo o gene por inteiro. Em E. coli, por exemplo, mesmo
uma expressao basal ou vazamento (leaking) de uma proteina toxica para um microrganismo
vetor de expressdo ¢ suficiente para inibir o seu crescimento (Kimelman et al., 2025; Krela et
al., 2019; Wen et al., 2021). A maioria das técnicas de clonagem de proteinas toxicas
desenvolvidas focam em impedir a o vazamento da expressdao dessas proteinas (Krela et al.,

2019).

A “amplificacdo inespecifica” pode ser um sinal da edi¢do génica pela propria levedura.
Talvez tenha ocorrido um evento de recombinagdo na sequéncia do gene. As PCR das colonias
transformadas com o gene da DS 01 sob controle do promotor AOXI apontam para uma
regulagdo realizada em resposta a traducdo, pois o gene téxico permanece no genoma, mas o
material ndo foi alterado como visto nas colonias em que o gene era transcrito sob o controle
do promotor PGK. Isso se torna ainda mais evidente quando se considera que o promotor AOXI
¢ mais forte que o PGK. Krela e colaboradores (2019) detectaram mutacdes em genes toxicos
em E. coli transformadas com plasmideos que ndo possuiam tais mutagdes previamente. Ha
pesquisas que usam da propria acdo antimicrobiana dos peptideos para descobrir novos
antimicrobianos. Uma livraria de plasmideos com genes putativamente antimicrobianos
conhecida ¢ induzida, apos a sua produgdo. As populagdes ndo antimicrobianas prevalecem e
as antimicrobianas sdo reduzidas ou mesmo eliminadas. Ao final do experimento, a biblioteca
¢ sequenciada e quantitativamente ¢ possivel saber quais os plasmideos que codificaram PAM

de fato (Tucker et al., 2018).

O experimento de cinética de crescimento dos clones de levedura induzidos com
metanol para a expressdo da DS 01 mostrou, nas primeiras 40h, um resultado de inibi¢ao de
crescimento semelhante ao que foi observado para a cinética de bactérias induzidas para a
expressao das quimeras antimicrobianas e para o peptideo Ccl1. Ap6s as 40h, contudo, hd uma

diminui¢do da diferenga entre os valores de densidade celular dos clones produtores da DS 01
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e dos controles negativos. Diferenca esta que se torna ainda menor a partir de 72h de inducgao.
Uma possibilidade para explicar este comportamento ¢ o esgotamento mais rapido dos
nutrientes do meio de cultura dos controles negativos, que cresceram mais rapido, fazendo-os
tenderem a se igualarem aos produtores de DS 01, que ainda ndo haveriam usado todos os
nutrientes do meio. Outra possibilidade ¢ que as leveduras tenham recombinado o material
genético ao longo do crescimento, de modo a ndo mais expressar o produto toxico. Nao ha
necessariamente complicagdes adicionais no processo de expressdo pelo fato de o cassete de
expressdo da DS 01 estar montado in tandem. Seis copias da buforina II conjuntamente a

magainina j& foram expressas em E. coli, por exemplo (Lee et al., 1998).

Contudo, a comparagdo entre os experimentos realizados com bactérias e leveduras
deve ser feita com bastante cautela e até certo ponto, porquanto as variaveis de cada
experimento sdo diferentes: a temperatura, o meio de cultura, o indutor, o tempo de inducao.
Diferentemente do experimento com bactérias, no qual a adi¢do de IPTG e ramnose aconteceu
apenas no inicio da indugdo, as leveduras foram realimentadas com metanol a cada 24h.
Ademais, o tempo de dobra de K. phaffii ¢ estimado entre 20 ¢ 30 horas em meio BMMY,
enquanto o de E. coli ¢ de 20 minutos em meio LB a 37°C (Son & Taylor, 2022).

O ensaio de MIC com a DS 01s contra K. phaffii apresentou um MIC de 128 pM.
Esperava-se encontrar um valor menor, pois a DS 01 ja havia sido testada contra outra levedura,
C. albicans, e havia apresentado um MIC de 4 uM (Ramada ef al., 2017). Apesar de serem
ambas leveduras a composi¢ao de suas membranas pode possuir algumas diferengas. Contra E.
coli, a DS 01 apresentou um MIC de 1uM (Ramada et al., 2017). Os diferentes valores de MIC
entre microrganismos se deve a variacdo na composi¢do da parede celular de cada grupo e
espécie. As dermaseptinas tém sido compreendidas como atuantes pelo mecanismo de acao
semelhante ao carpete. Também ha dermaseptinas que atuam em alvos intracelulares (Brodgen,

2005) e a produgao recombinante delas propiciaria um acesso mais facil aos seus alvos.

Os peptideos antimicrobianos agem na camada de lipopolissacarideos presente nos
microrganismos, mas nao sdo muito efetivos contra a membrana de células eucarioticas, visto
que elas apresentam maior teor de colesterol e menor carga anidnica, embora haja excecdes. A
membrana de células Gram-negativas ¢ composta de polissacarideos e LPS, ao passo que a de
bactérias Gram-positivas contém polissacarideos, acidos teicdicos e lipoteicoicos (Brodgen,
2005). As diferengas na composi¢cdo das membranas lipidicas entre bactérias Gram-negativas,

Gram-positivas e fungos pode ser observada na figura 16. Ha diferencas na afinidade de
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peptideos por diferentes tipos de lipideos de membrana (Matsuzaki et al., 1991). Os fungos
possuem a peculiaridade de possuirem o ergosterol, que ¢ inclusive o alvo da anfotericina B,
em sua composicao de membrana. Os componentes lipidicos majoritarios na membrana de K.
phaffii sao fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) e
fosfatidilinositol (PI), sendo que PC corresponde a mais de metade do conteudo membranar
(de Ghellinck et al., 2015). A acdo dos PAM nao pode ser generalizada, mesmo entre
organismos aparentemente semelhantes. K. phaffii, por exemplo, possui menor conteudo de
ergosterol que S. cerevisiae, embora essa molécula seja abundante em ambas as leveduras
(Grillitsch et al., 2014). Outra caracteristica de K. phaffii ¢ ser mais rica em fosforilceramidas

em relacdo aos esfingolipideos neutros (Grillitsch et al., 2014).

Bactéria Gram-negativa Bactéria Gram-positiva Fungo
. Acido Teicoico
LipidinA Porina LPS Acido Lipoteicoico 1 Polissacarideo Manoproteinas
\ \ \ \ / B-1,6 glucanos l B-1,3 glucanos
o o A A ~ AW
Tl by s@gets mud @ \oaoaaamau/
Membrana externa B | JJ(IL &ugg o —
"’ﬁ. ,c.'a, 2 DO
Membrana interna I I I ﬁﬁ Hl ﬁkﬂ
ifi RN KUY il

\ Quitina / ': \ )

Proteina integral de membrana Proteina integral de membrana Ergosterol

Peptideoglicano

Figura 16. Diferencas na composicio das membranas entre bactérias. Diferencas na composi¢do das

membranas entre bactérias Gram-negativas, Gram positivas e de fungos. Imagem adaptada de Huang et al. (2020).

Nao foi possivel verificar, assim como para as quimeras estudadas no capitulo precedente,
se o efeito antimicrobiano observado adveio da DS 01 completamente processada ou se do
peptideo ainda aprisionado, mas ndo silenciado, na estrutura modular. Outrossim, caso a DS 01
esteja madura, ndo ¢ possivel verificar se ela foi processada devido a acdo da KEX ou de outras
proteases, que podem fazer parte da via de secre¢do do peptideo recombinante ou estarem em
seu caminho (Hopkins ef al., 2014). Uma estratégia que poderia dirimir essa duvida seria a
inclusdo de uma cauda de histidinas a uma das sequéncias génicas externas da DS 01 no
modulo, mas ndo as internas. Assim, seria possivel sequenciar ambos os peptideos caso eles

houvessem sido processados ou digerir o modulo proteico intacto.

Para a calcitonina, por uma questdo de limitacdo de tempo, ndo foi possivel testar a sua

expressao por meio de Western Blot. Xavier (2003) obteve resultados positivos para a producao
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de calcitonina humana em P. pastoris. O mesmo autor expressou a calcitonina humana em E.
coli. A inica pesquisa académica com a producao da calcitonina em K. phaffii apos o trabalho
de Xavier (2003), até onde se sabe, ¢ de Liu e colaboradores (2006), em que o gene da
calcitonina foi expresso na linhagem GS115 fusionada ao peptideo de crescimento osteogénico

utilizando o promotor AOX e o plasmidio pPIC9.

7. CONCLUSAO

A investigacdo da producdao da DS 01 em K. phaffii, ndo apenas com o ensaio de
cinética, mas mais ainda pelos resultados observados das PCR de colonias do promotor
constitutivo e do induzivel trouxe evidéncias para existéncia um mecanismo de edi¢do génica
da propria levedura em resposta a genes toxicos. Algum mecanismo interno de K. phaffii parece
ser capaz de reconhecer uma sequéncia que codifica um peptideo antimicrobiano e entao edita,
muda a sequéncia gé€nica para evitar a perpetuacao desse material genético e sua tradugdo. Ha
um possivel caminho para se estudar esse mecanismo, de recombinagdo ou outro, tanto em
bactérias quanto em leveduras, que atua no reconhecimento e na modificacao de sequéncias de
DNA codificadoras de proteinas toxicas. Esta nova investigacdo poderia comegar por um
estudo do mRNA dos microrganismos transformantes. E provavel que haja similaridades e
diferencas entre os sistemas, pois em bactéria o plasmideo de expressdo se encontra a parte, no
citoplasma, enquanto em levedura a parte do vetor com a sequéncia a ser expressa ¢ integrada

no genoma da levedura.

Ademais, € possivel se pensar em novas estratégias para tornar possivel a expressao,
deteccdo e purificacdo da DS 01 em K. phaffii. Uma possibilidade ¢ testar a expressdo com a
estratégia da via de processamento do fator o usando outra molécula ndo antimicrobiana, j&
produzida em K. phaffii, mas expressa da forma tradicional. Isto poderia ser feito usando o fator
de secrecao do a-MF, porém com mddulo genético simples, com apenas uma sequéncia do gene

recombinante.
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ANEXO

1. Meios de Cultura

Meio Luria-Bertani (Meio LB)

EXtrato de 1eVedura.........cc.coiiiiiiiiiee e 0,5% (p/v)
POPLONA. ..ttt ettt e et eeabe e seeenbaenaae e 1% (p/v)
INACL ettt ettt et e at e e bt e st e b e a b e bt e eate et e e ateenbeennee 0,5% (p/v)

pH 7,2. Para meio s6lido foi adicionado agar 2% (p/v)

Meio minimo com glicose (Meio MD com glicose)

YNB com sulfato de amoOmnio........cccueeruieriieiiieiiieiieeie ettt 1,34% (p/v)
BIOTINA. ..t ettt et ae e 4x10°% (p/v)
GIICOSE. .ttt ettt et ettt et e e h e e et e e s st e e bt e s et e eabee st e enbeesnteeateenneeen 2% (p/v)

Para meio solido foi adicionado agar 2% (p/v)
Meio minimo com metanol (Meio MD com metanol)

A mesma receita anterior, a excegao da glicose, que ¢ substituida por metanol 0,5%.

Meio YPD

oS 017073 TSRS 2% (p/v)
EXtrato de 1eVeAUTa........oooiiiiiiieeceeee et 1% (p/v)
GLICOSE. ..ttt ettt e ettt e et e e e ta e e e taeestaeeeataeeeasaeeeataeeeaseeeenseeeanraeeenreeas 2% (p/v)

Para meio solido foi adicionado agar 2% (p/v)

Meio BMGY

oS 017073 USSR 2% (p/v)
EXtrato de 1eVedUTa..........coouiiiiiiiiciieecee e e 1% (p/v)
Tampao Fosfato de Potassio (PH 6,0).....cccueiiriiiiiiiieiieeeieeceeeee e 10% (v/v)
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YNB oo eee e s e e s e e e e s e s e ee st ee s ee s ee s eeeees 10% (v/v)

Biotina 500X ......ccuvieiiieiieieeiee ettt ettt ettt et e et e e e e b et eebeenaeeenbeentreebeennae e 0,2% (v/v)
GLICETOL. ..ttt et et e et e e et e e e aaeeetaeeeeaaeeeeaseeenseeennns 1% (v/v)
Meio BMMY

A mesma receita anterior, a exce¢ao da glicose, que € substituida por metanol 0,5%.

I1. Soluc¢des para outras finalidades

Extracao de DNA Plasmidial

Solugao I

TEIS-HCT (PH 8,0) ittt ettt et ettt et e et eesseessbeensaessaeenseenens ImM
EDTA . .ottt ettt ettt ettt et e et e et e et e e st e teete st e st ebeenaenaeenseentenneennens 0,IMm
Solucao 11

INAOH. ...ttt ettt et et s et e et e s st e b e e s te s st e seeaseesseeseenseenseeseenseenseeneenseensennaen 0,2M
1 5 TP RPRRSRPRRIPRORO 1%(p/v)

Esta solucdo deve ser preparada no momento do uso.

Solucao II1

ACELALO A SOMI0......eeiiiiiiiiiie ettt ettt et et eeas M
ACIAO ACEHICO. ..ottt 2M
pH 5,0

Eletroforese

Solucio de coloraciao por Coomassie

ACIAO FOSTOTICO. .. ovoeeeeeeeeeeeeeeee et e e 10 mL
SUIAto A€ ATNOMNIO. ....ccciuiiieeiieeeiie ettt ettt ete e etee e e e e e e et e e e e eaeeenssaeansbees e ennens 10g
CoomMaSSIC G-250. . ... ittt ettt ettt e e e a s 120 mg



L A0 . .ottt e e e e e ———————————aaa

Ajustar para 100 mL de agua

Tampao de corrida (Tris-Glicina/SDS)

TEIS BaSE. . e et

GLICIINA. . et eeaeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e

Y (<17 14 o) OO USSR

Ajustar pH para 8.3

Western Blot

Tampao de transferéncia (Semi-seca)

TT1S B . e vttt e e e s

GLICIINIA. « oottt e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eeereeeeerareee e s

IMLELANIOL. . . oot e e e e e e e e e e e e et e e eeeee e e e

Ajustar o volume para 1 L de dgua

TBST

Tris @ 0,5 M. .ot s
NACLA S Moot et et e e ettt e e e e e e aaaaees

TWEEN 20 oottt

Ajustar para 150 mL de agua.

Lise das células

Tampao de lise I

Cloridrato de GUANIAING. .......ueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenen

w...20mL

....25mM

...190mM

20% (v/v)

....5.82¢g

....2,93g

....0375 ¢

....200mL
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Tampao de lise 11

Cloridrato de GUANIAINA. .........ccueiruiiiiriieiieiesieie ettt sttt et sbe e 6M
5 T = () TSR 50mM
EDTA .ottt ettt ettt ettt et e et at ettt eeae et e ent e st e nteenteeneenaeenteeneen 50mM
Tampao de lise 111

TAMPAO TOSTALO.....vveeeeeiieeiie et e e et e e et e e e be e e s beeessseeesssaeessreeennnes 20mM
Inibidor de protease PIMSF..........ccoui oottt ImM
LISOZIMA....eiieiiieiieeiiieiteeie ettt ettt ee e eseaeebeesnaeens ajustado a quantidade de pellet
DINASEC...oeiiiie ettt et e e enns ajustado a quantidade de pellet

Matriz para Espectrometria de Massa

Matriz de a-ciano

Acido a-cian0-4-hidroXiCINAMICO. ..........c..v.eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e S5mg
ACtONILITIa TO0Y0....cueiiiiiieiiiietee ettt 250 uLb
TE A B0ttt ettt e a e a et et a et eh et e 50 uL
N 3 TSRS 200 uL
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