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RESUMO

As infec¢des causadas por microrganismos Gram-negativos sao crescentes e
preocupantes. Neste contexto, o0s peptideos antimicrobianos (PAMS)
representam uma classe de moléculas com potencial para atuar como agentes
de controle microbiano, pois podem apresentar diferentes atividades funcionais
no controle de infeccdes. A utilizacdo desses compostos associados a diferentes
estratégias terapéuticas, como a sua incorporacdo em sistemas de liberacdo
controlada, pode ser um caminho viavel na busca de novos agentes
antimicrobianos. No presente trabalho foi realizada a producao heteréloga em
sistema procarioto utilizando vetor de expressao pET25b* modificado de dois
peptideos: Synoeca-MP e Mastoparano-MO, em diferentes construcfes - com
sitio de clivagem e sem este sitio, fusionados a duzentas repeticbes da
sequéncia codificadora da elastin-like polypeptide (ELP). ApGs a expressao
heterdloga e producao de quatro litros de cada uma das construcdes, o material
foi purificado por histerese térmica, em ciclos a 37°C e a 4°C. Seguido desse
processo, foi realizada a clivagem da tag de ELP, confirmada por MALDI TOF.
Os peptideos produzidos heterologamente e aqueles produzidos quimicamente,
foram avaliados quanto a sua atividade contra uma cepa resistente de K.
peneumoniae (KPC1410503). Os testes apresentaram MIC de 80uM com
Synoeca-MP-DP, comparado a 40 uM do mesmo peptideo sintético, enquanto
0s Mastoparanos, tanto o biossintetizado quanto o sintético ndo apresentaram

resultados de inibicdo microbiana in vitro.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae; expressao heterdloga; elastin-like

polypeptide; histerese térmica



ABSTRACT

Infections caused by Gram-negative microorganisms are increasing and
worrying. In this context, antimicrobial peptides (AMPSs) represent a class of
molecules with potential to act as microbial control agents, once they can show
many different functional activities and act in infections control. The use of these
compounds associated with different therapeutic strategies, such as their
incorporation in controlled release systems, may be a viable path in the search
for new antimicrobial agents. In the present work the heterologous production
was carried out in a prokaryotic system using the modified pET25b+ expression
vector. Two peptides: Synoeca-MP and Mastoparano-MO, in different
constructions - with the cleavage site and without this site, fused to two hundred
replicates of the elastin-like polypeptide (ELP) coding sequence. After the
heterologous expression and production of four liters of each construction, the
samples were purified by thermic hysteresis, in different cycles of 37°C and 4°C.
After this procedure, the cleavage of the tag of ELP was performed and confirmed
by MALDI TOF. Biosynthesized and synthetically produced peptides were tested
their activity against a resistant strain of K. peneumoniae (KPC1410503). The
tests showed MIC of 80 yM with Synoeca-MP-DP, compared to 40 yM of the
same synthetic peptide, while the biosynthesized and synthetic mastoparans

presented no results of microbial inhibition in vitro.

Keywords: Klebsiella pnemuniae; heterologous expression; recombinant

biosynthesis; elastin-like polypeptide;
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1 Introducéo

1.1 Infecgdes relacionadas a bacilos Gram-negativos

As infecc¢des associadas aos bacilos Gram-negativos sao crescentes, e
somente a pneumonia levou a mais de trés milhées de mortes em todo o mundo
em 2012 (LIU et al., 2017). Estima-se que mais de dois milhdes de pessoas séo
acometidas por infeccdes bacterianos nos Estados Unidos, gerando mais de 23
mil mortes por este motivo anualmente. No cendrio atual existe um potencial para
a rapida disseminacao de cepas multirresistentes, com a diminuicdo das opc¢des
de tratamento e resultando no aumento dos custos das internacdes e aos altos
indices de mortalidade dos pacientes (KAYE; POGUE, 2015). Algumas espécies
bacterianas sdo representativas no que diz respeito a causa de infec¢cdes em
escala global. As bactérias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa sdo responsaveis por cerca de 70% dos casos
registrados de infeccbes no mundo causadas por patdbgenos Gram-negativos.
No ambito geral, elas respondem por cerca de 27% das infec¢gbes causadas em
hospitais (KAYE; POGUE, 2015).

Estes microrganismos podem acometer os pulmdes, o trato urinario e
podem causar bacteremia, meningite e abcessos. Estas infec¢cdes tém maior
incidéncia em individuos imunossuprimidos e aqueles hospitalizados em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI), os quais sao submetidos a procedimentos
mais invasivos e comumente utilizam equipamentos como cateteres, 0 que
aumenta o risco de infeccbes hospitalares (PILONETTO et al., 2004; WEINER
et al., 2016).

1.2 Klebsiella pneumoniae

O g¢género Klebsiella caracteriza-se por apresentar microrganismos
bacilares Gram-negativos (figura 1), fermentadores de lactose, que colonizam o
trato gastrointestinal, podendo causar infeccoes no ambiente hospitalar e na
comunidade. A mais importante espécie do seu género, K. pneumoniae pode
acumular mecanismos de resisténcia baseados na sintese e na atividade de

enzimas, como a betalactamase de espectro estendido (ESBL); a



carbapenemase (KPC); a metalobetalactamase (MBL); e a betalactamase classe
C (AmpC) (JAIDANE et al., 2017; PROKESCH et al., 2016).

A espécie K. pneumoniae apresenta mecanismos nao enzimaticos de
resisténcia a agentes antimicrobianos, como estruturas que conseguem evadir 0
sistema imune, conhecidos como fatores de viruléncia, que serdo discutidos mais
adiante. Estes mecanismos tornam a K. pneumoniae resistente a grande maioria
dos medicamentos disponiveis, incluindo beta-lactamicos, carbapenémicos,
fluoroquinolonas, aminoglicosideos e colistina (JAIDANE et al., 2017,
PROKESCH et al., 2016).

Figura 1: Esfregaco do isolado de K. pneumoniae KPC1410503 corado com solucdo vermelho
congo. Observado em microscopia 6tica com objetiva de aumento de 100x. Em vermelho a célula
bacteriana e em branco a capsula. Foto: Arthur Corréa Resende Ferreira

O aumento da viruléncia ou a hiperviruléncia (hvKP) encontrada em
algumas cepas dessa espécie tem aumentado significativamente nas dltimas
décadas, determinando o aumento de infeccfes invasivas e que facilmente se
disseminam, aumentando os indices de mortalidade de 27 para 37% na Europa
(CHETCUTI ZAMMIT; AZZOPARDI; SANT, 2014; CORTES et al., 2002). Os
fatores que estabelecem a viruléncia desses organismos sdo a capsula
polissacaridica (CPS), a producao de hipercapsulas em cepas hipervirulentas, a
presenca de lipopolissacarideos toxicos na membrana externa (LPS),



sideroforos sequestrantes de ferro e fimbrias adesivas (figura 2) (PACZOSA,;
MECSAS, 2016).

A CPS é essencial para a viruléncia da K. pneumoniae. As cepas que nao
possuem capsula sdo muito menos virulentas que as encapsuladas, enquanto
as cepas hipervirulentas produzem uma hipercéapsula hiperviscosa (DOMENICO
et al., 1994; PACZOSA; MECSAS, 2016; YEH et al., 2007).

O LPS é um componente necessario a por¢cao externa da membrana
celular das bactérias Gram-negativas e € também um importante fator de
viruléncia que serve como obstaculo contra as defesas imunoldgicas do
hospedeiro. Composto pelo antigeno O, pelo lipidio A e um ndcleo
oligossacarideo, acredita-se que o LPS sofre modificagbes para evadir o
reconhecimento pelo sistema imune, como atenuacédo da acilacéo do lipidio A e
a plasticidade desta mesma porcéo, ja que uma vez reconhecido, o LPS pode
atuar contra o microrganismo ativando as células pro-inflamatorias (PACZOSA,
MECSAS, 2016).

O elemento ferro € um dos recursos necessarios para que 0S
microrganismos prosperem durante a infeccdo, com excecdo de certos
lactobacilos. No entanto, este metal ndo fica disponivel durante um quadro
infeccioso porque o hospedeiro restringe-o como forma de resposta imune néo
especifica, a fim de evitar a propagacdo de possiveis agentes patogénicos
(CARNIEL, 2001). Uma das estratégias utilizadas pelos microrganismos,
incluindo a K. pneumoniae, € adquirir ferro através da secrecdo de sideroforos,
moléculas que possuem maior afinidade pelo ferro que aquelas proteinas
transportadoras do hospedeiro. Sideréforos podem roubar o metal quelado com
outras proteinas, garantindo assim a sobrevivéncia do patégeno (MIETHKE;
MARAHIEL, 2007).

As fimbrias, por sua vez, sao responsaveis por mediarem a adesédo da K.
pneumoniae aos tecidos a serem colonizados. As fimbrias do tipo 1 séo finas,
possuem uma protuberéncia na porcao final, sendo responsaveis pela invasao
celular e sdo expressas por 90% das cepas deste patdogeno (KLEMM;
SCHEMBRI, 2000; STAHLHUT et al., 2009). As do tipo 3 sao filamentosas do
tipo hélice, ndo se ligam a manose e estédo envolvidas na produgéo de biofilmes
(figura 2) (PACZOSA; MECSAS, 2016).
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Figura 2: (A) Estruturas responsaveis pela viruléncia ou hiperviruléncia da K. pneumoniae
(Adaptado de Paczosa e Mecsas, 2016); (B) coldnia de Klebsiella pneumoniae hiperviscosa em
placa de agar MacConkey (Chung, 2016).

As cepas de K. pneumoniae codificam varios tipos dessas moléculas e a
viruléncia de cada um varia, mas a producdo de varios tipos pode explicar a
neutralizacdo da resposta imune e a colonizacdo bem-sucedida de varios tecidos
(MIETHKE; MARAHIEL, 2007; PACZOSA; MECSAS, 2016).

Atualmente, a alternativa encontrada para o tratamento das K.
pneumoniae carbapenemases resistentes (KPCs) tem sido a terapia combinada
de diferentes medicamentos, pertencentes a diferentes classes, com diferentes
mecanismos de acdo (CAMARGO et al., 2015; DAIKOS et al., 2007).



1.3 Peptideos antimicrobianos

Diante do problema de aumento da resisténcia microbiana aos antibiéticos
usualmente utilizados em tratamentos medicos e da necessidade de prospecc¢ao
de novas moléculas, eficientes para combater bactérias patogénicas, 0s
peptideos antimicrobianos (PAMs) surgem como uma alternativa promissora aos

compostos terapéuticos tradicionais (GWYNN et al., 2010).

Essas pequenas moléculas sé&o formadas de cinco a cinquenta residuos
de amino&cidos e possuem diversas modificacdes quanto a sua forma e
estrutura, que variam de acordo com a presenca e distribuicdo de cargas, com a
sequéncia de residuos de aminoacidos na estrutura primaria, e com as suas
estruturas tridimensionais. S&o divididos em diferentes grupos de acordo com
sua estrutura, a saber: folha beta, a-hélice, estendido ou em forma de loop
(aqueles que possuem uma ponte dissulfeto formando uma al¢a) (AGNIESZKA,
2014; LEITE; DA CUNHA; COSTA, 2017) e classificados com base na sua
estrutura fisico-quimica: catidénicos, anidnicos, anfipaticos ou hidrofilicos (LEITE;
DA CUNHA; COSTA, 2017; MULDER et al.,, 2013; PINHEIRO DA SILVA,
MACHADO, 2012).

Os PAMs sao considerados como componentes da imunidade inata de
milhares de organismos, tanto invertebrados como vertebrados, terrestres e
marinhos (DENNISON et al., 2006; WANG, 2014). Como mecanismos de acéo,
eles podem apresentar diferentes tipos de interagdes, relacionadas com suas
estruturas primaria e secundaria (LEUSCHNER; HANSEL, 2004; WANG, 2014).
Sendo que a maioria das interacdes ocorre entre 0s peptideos que sédo, em sua
maioria, catibnicos, e a membrana plasmatica dos microrganismos, que € rica

em fosfolipideos, o que gera uma carga final negativa (YEAMAN, 2003).

Esse contato pode ser do tipo ndo permeabilizante, como a translocagao
via sinking raft, quando o peptideo interage com a membrana provocando um
desbalangco de cargas e “afundando” nela; ou permeabilizante, que possui os
modelos mais conhecidos, como poro tipo barril, poro toroiral, modelo de carpete,
modelo detergente, modelo de agregacdo, agrupamento lipidico por cargas,
entre outros (LEE; N. HALL; AGUILAR, 2015; WANG et al., 2015).



Ha ainda mecanismos de acdo em que os PAMs ndo causam nenhum
dano a membrana, mas agem em alvos intracelulares como o0 DNA e o RNA -
induzindo a apoptose ou necrose celular; e nas proteinas - inibindo a atividade
de quinases e proteases. Normalmente, estes peptideos apresentam alta
eficiéncia no combate de células cancerigenas (BHUTIA; MAITI, 2008; LI et al.,
2012).

Um dos fatores limitantes na prospeccao de PAMs é que sédo encontrados
em pequenas quantidades nos organismos que os produzem. A extracdo dessas
moléculas de fontes naturais é uma pratica que requer muito tempo e o resultado
pode ndo ser tdo satisfatorio, haja vista que a quantidade dessas moléculas
presentes nos organismos pode ser menor que a esperada (ZHOU et al., 2009).

Outro problema € que mesmo os PAMs sendo moléculas tao eficientes e
apresentarem potencial atividade antimicrobiana, alguns deles néo
demonstraram atividade em casos de infec¢gOes sistémicas e sabe-se que uns
microrganismos ja desenvolveram resisténcia a essas moléculas (AKHTAR et
al., 2012). A evolucao de algumas bactérias Gram-negativas faz com gue estes
organismos utilizem enzimas celulares com a finalidade de alterar
bioguimicamente e diminuir a carga liquida negativa de suas membranas
celulares, diminuindo assim a interacdo e consequente atividade dos peptideos
nesta estrutura (PETERS; SHIRTLIFF; JABRA-RIZK, 2010).

1.4 Peptideos antimicrobianos isolados de artropodes

Devido ao constante contato com diversos organismos e diante da
necessidade de se defender, os artrépodes desenvolveram um sistema de
glandula de peconhas, utilizado para dominar as presas (KUHN-NENTWIG,
2003; RAVI; JEYASHREE; RENUKA DEVI, 2011). A peconha dos artropodes é
composta por diversos compostos, neurotoxinas e enzimas, além ions e
aminoacidos, atuando como fonte de substéncias bioativas (KOZLOV et al.,
2006).

Os insetos sociais como as abelhas, vespas e cupins, estdo mais
susceptiveis ao que ocorre no meio em que vivem devido ao convivio muito

proximo dos individuos na colonia e por apresentarem baixa variabilidade



genética, fatores que contribuem para o desenvolvimento de doencas
infecciosas. Como consequéncia, € comum isolar da peconha desses insetos um
namero expressivo de peptideos antimicrobianos (BARACCHI; MAZZA,;
TURILLAZZI, 2012).

A peconha das vespas tém atraido especial atencdo de grupos de
prospeccdo de PAMs por serem fontes de substancias bioativas, de proteinas
com diversas acdes, sendo a atividade antimicrobiana a principal delas, e com

grande variedade de PAMs com baixa massa molecular (MORTARI et al., 2012).

Um numero significativo de PAMs bioativos ja foi isolado da peconha de
vespas. Esses PAMs tém sido classificados de acordo com sua estrutura quimica
e com a atividade biolégica que apresentam, com atencdo especial agueles com
potenciais aces contra bactérias resistentes (CEROVSKY et al., 2008; DOS
SANTOS CABRERA et al., 2008).

Os mastoparanos séo a classe de PAMs mais abundante encontrados na
peconha de vespas sociais e solitarias (SILVA, 2015). Apresentam
caracteristicas cationicas e a presenca de aminoacidos hidrofébicos que tendem
a se organizar numa conformacéo do tipo a-hélice (LEITE; DA CUNHA; COSTA,
2017) Eles apresentam atividades biolégicas variadas, tais como hemdlise;
antimicrobiana; ativacdo enzimatica - como das fosfolipases A2 e C, que
promovem o aumento do edema e lesdo tecidual, ativam a liberacdo de
histamina por degranulacédo de mastdcitos; apresentam a capacidade de se ligar
a calmodulina; aumentam a atividade da guanosina trifosfato (GTP) — que regula
a proteina G e atua como um receptor acoplado a esta (HENRIKSEN et al.,
2014). Além disto, possuem atividade na inducéo da quimiotaxia de neutrdfilos e
células T helper resultando no recrutamento de outros leucocitos (HENRIKSEN
et al., 2014; JUNIOR, 2012; SILVA, 2015).

O mastoparano-L € um tetradecapeptideo (INLKALAALAKKIL-NH2), que
foi isolado do veneno da vespa Vespula lewisii (HIRAI et al., 1979). Segundo
Avram e colaboradores, a principal fungéo biolégica deste peptideos € a protecéo

contra predadores e defesa do ninho contra invasores (AVRAM et al., 2012).

Outras func¢des sao atribuidas a este peptideo, atuando como um potente

estimulador da exocitose em células de mamiferos, promovendo a secrecao de



histamina, serotonina, catecolamina e prolactina. Nas ilhotas pancreaticas
estimula a liberacdo de insulina e glucagon através de proteinas reguladoras
ligadas a guanosina trifosfato (GTP), e ainda promove a liberacdo de Ca**
(AVRAM et al., 2012; CHEN et al., 2008; RATES et al., 2011; SOUZA et al.,
2015). Em geral, essas moléculas apresentam atividade citolitica, hemolitica,
além de promover a degranulacdo de mastdcitos e a quimiotaxia de leucécitos
(SILVA, 2015).

O peptideo Mastoparano-MO foi obtido por redesenho do peptideo
comercial Mastoparano-L, adicionando-se cinco residuos de aminoacidos
apolares na regido C-terminal da sequéncia primaria (FLPIINLKALAALAKKIL-
OH) (SILVA, 2015), com objetivo de reduzir a citotoxicidade do primeiro descrito
(MISHRA et al., 2013; ZHANG et al., 2008). Com esta modificacdo, Silva e
colaboradores relatam que a concentragao inibitéria minima (MIC) do peptideo
modificado foi, aproximadamente, 50% menor que as MICs apresentadas pelo
peptideo ndo modificado em bactérias Gram-postivas e que o peptideo
modificado ndo apresentou toxicidade as células de mamifero testadas em
concentracfes de até 400uM, valor 10 vezes mais elevado que aqueles obtidos

de outros peptideos avaliados no mesmo estudo (SILVA, 2015).

Em 2011, Freire isolou um peptideo com caracteristicas antimicrobianas
da peconha da vespa Synoeca surinama, denominado Synoeca-MP. Sua
estrutura primaria (INWLKLGKKIIASL-NH2) apresenta massa molecular de
1597Da. Nos testes de inibicdo de crescimento microbiano contra KPC cepas
padrdo ATCC (BAA 1705s e BAA 1705r), o peptideo apresentou 100% de
inibicdo com doses acima de 4,7uM e nos testes de atividade hemolitica, o
Synoeca-MP apresentou os resultados ECso de 185uM, o que indica que 50%
das células eucariontes testadas sofrem hemolise em doses a partir de 185uM,
valor muito acima daqueles obtidos nos MICs (FREIRE, 2011).

Pertencente a um género com poucas espécies, a vespa social Synoeca
surinama compde uma das cinco espécies que formam este grupo que tem por
habitat as florestas tropicais, e sdo comuns nas Américas e podem ser
encontrados do México até a Argentina (MENEZES et al., 2015).

Apesar da similaridade de sequéncia deste peptideo com os demais

mastoparanos, ainda nao foram realizados experimentos que comprovem que o



Synoeca-MP possui capacidade de estimular o processo inflamatério como o

Mastoparanos-MO realiza.

1.5 Expressdo heter6loga de PAMs e a utilizacdo de sistemas

carreadores

Para a utilizacdo dos PAMs tanto para finalidades biolégicas, como a
pesquisa de mecanismos de acao e da relacdo estrutura-atividade, quanto para
aplicacdes farmacéuticas e comercializacdo de produtos a partir destas
moléculas, é necessario a obtencédo uma grande quantidade de peptideos ativos
e puros (LI; CHEN, 2008).

O isolamento da molécula direto do organismo que a produz, a sintese
quimica e a expressao via sistema heterdlogo, sdo os métodos descritos na
literatura para a producdo dessas moléculas (INGHAM; MOORE, 2007). A
extracdo direta do organismo, como mencionado, € demorada e pode ser
insatisfatorio financeiramente para a industria. Ja a sintese quimica é cara para
aqueles peptideos com sequéncias com mais de dez residuos de aminoacidos,
podendo ter o custo mais elevado caso estejam presentes nas sequéncias
pontes dissulfeto ou outras modificacdes pds-traducionais (LI et al., 2012). A fim
de exemplificar, temos que o valor da sintese quimica de 300 mg do peptideo
Synoeca-MP, formado por 14 residuos de aminoacidos, custa R$4.000,00, ou
seja, o custo de producdo quimica de cada residuo € R$285,71.

O uso do sistema de expressao heteréloga para producao de PAMs teve
significativo aumento, mas para a escolha do sistema a ser utilizado, deve-se
levar em conta diversos aspectos, tais como o tamanho da proteina ou peptideo,
a necessidade de realizacdo e o tipo de modificacbes poés-traducionais, a
localizacdo intracelular ou o0 ambiente extracelular onde a molécula sera
secretada. De maneira geral, os sistemas de expressdo heterdloga mais
utilizados para a sintese recombinante dessas moléculas s&o bactérias,
notadamente E. coli; Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris (Komagataella

phaffii ) como os principais reatores eucarioticos (PARACHIN et al., 2012).

Nesse contexto, vale ressaltar que PAMs séo toxicos para as células que

0s expressam e que eles podem ser facilmente degradados devido ao seu
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pequeno tamanho e a sua alta cationicidade. Algumas estratégias podem ser
empregadas para aumentar a estabilidade estrutural dessas moléculas e
diminuir a possibilidade de degradacéo proteolitica. Uma das estratégias mais
eficientes é a fusdo dos PAMs a carreadores ou tags, que protegem tanto o

peptideo quanto a célula hospedeira (LI et al., 2014).

Proteinas de diferentes tamanhos e com diferentes propriedades podem
ser utilizadas como carreadoras de PAMs. As mais utilizadas sdo: proteina de
ligacdo a maltose (MBP), glutationa S-transferase (GST), elastin-like polypeptide
(ELP), small ubiquitin like modifier (SUMO) e tioredoxina A (TrxA) (DENG et al.,
2017).

Logo, quando os PAMs séo acoplados a algum sistema carreador, este
deve apresentar uma série de caracteristicas de interesse, a depender dos
detalhes de sua aplicacdo particular. Em diversos casos, 0s sistemas
carreadores envolvem proteinas ou polimeros que, dependendo da sua
composicdo, podem ser classificados como polimeros sintéticos, biopolimeros
ou sistemas hibridos, os quais contém tanto componentes sintéticos quanto
porcdes biomoleculares (XU, CHUNYU; KOPECK, 2008).

Polimeros baseados em proteinas (PBPs) sdo biopolimeros artificiais
baseados naqueles encontrados na natureza. Eles sdo, basicamente,
adaptacdes das proteinas, utilizando a mesma sequéncia de aminoacidos que
ocorrem naturalmente nestas moléculas, como elastina, colageno e queratina
(COLLINS et al., 2013a). Essas macromoléculas poliméricas sdo baseadas em
repeticdes de blocos de aminoacidos que definem a estrutura e as propriedades
desses materiais, diferenciando-os dos polimeros sintéticos por permitirem que
a composicao, a sequéncia e o tamanho dos PBPs sejam controlados (COLLINS
et al., 2013a; MACHADO et al., 2015).

Ainda sobre as vantagens de utilizar essas tags, podemos citar que a
maioria ndo possui interferéncia na atividade dos peptideos, a facilidade na
purificagdo apds a expresséo de grandes quantidades e a retirada do carreador
sdo os maiores beneficios desse sistema de fusdo. No complexo geralmente ha
um sitio para a clivagem e separagédo das moléculas e, no caso das elastin-like

polypeptides (ELP) utilizadas no presente trabalho, a purificacdo pode ser
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realizada por histerese térmica, ndo sendo necessario o uso do processo de
cromatografia (DENG et al., 2017; YANG et al., 2012).

As ELPs sdo PBPs compostas por multiplas repeticfes de elastina que
combinam as propriedades mecanicas e bioldgicas desta proteina, a qual é um
dos principais componentes da matriz extracelular, promove a elasticidade dos
tecidos e esta intimamente ligada a promocéo da reparacao tecidual (COLLINS
et al., 2014; GIROTTI et al., 2011).

Sao formadas por blocos de aminoacidos com a sequéncia baseada no
pentdmero (VPGXG)n, nas propor¢des de residuos de aminoacidos e sequéncia
de repeticbes de acordo com as propriedades desejadas do polimero, sendo X
substituido por qualquer aminoacido, exceto Prolina, e n € o numero de
repeticdes do bloco (GIROTTI et al., 2011; MACHADO et al., 2013a).

De acordo com Rodriguez-Cabello (2004), devido a natureza das ELPs,
ndo é possivel obter anticorpos monoclonais contra essas moléculas uma vez
que o sistema imune ndo as diferencia da elastina natural (RODRIGUES-
CABELLO, 2004). Esses tipos de moléculas sdo de grande interesse para a
fabricacdo de micro e nano estruturas com potenciais uso na engenharia de
tecidos, como biomateriais responsivos, materiais funcionais e ainda podem ser
usados como plasticos biodegradaveis (COLLINS et al., 2013a). Os processos
de clivagem descritos na literatura sao realizados, em sua maioria, aproveitando
as propriedades de self-assembly das ELPs, utilizando tamp®&es especificos que
“soltam” esses polimeros dos peptideos e a clivagem enzimatica por afinidade
esta entre as mais utilizadas dentre essas op¢cdes (ARNAU et al., 2006; SHEN
et al., 2010; YANG et al., 2012).

Entre todas as propriedades ja citadas, a mais interessante delas € a
capacidade das ELPs se auto organizarem conforme a temperatura a qual sdo
submetidas. O pentamero VPAVG, derivado do bloco de aminoacidos VPGVP,
apresentou um comportamento singular, o polimero quando submetido a altas
temperaturas tem a capacidade de se auto organizar e quando submetido a
baixas temperaturas ele se ressolubiliza em meio aquoso, ou seja, € um
processo reversivel. Uma vez que essas moléculas estao abaixo da temperatura
de transicao (4°C), elas permanecem em um estado ndo organizado; e quando

a temperatura € superior a faixa de transigéo (37°C), elas tornam-se insoluveis e
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em um estado organizado. A este processo da-se o nome de histerese térmica
(GIROTTI et al., 2011).

2 justificativa

Considerando que muitas cepas de K. pneumoniae tém adquirido
resisténcia a multiplos antibioticos, torna-se extremamente importante a busca
por novas alternativas para o controle destes microrganismos. Peptideos
antimicrobianos tém sido indicados como uma nova classe de compostos com
atividade antibi6tica, imunomodulatéria e até mesmo antitumoral. A utilizagédo
desses compostos com a sua incorporacao em sistemas de liberacdo controlada,
pode ser um caminho viavel na busca de novos biofarmacos com perfil de
liberacdo diferenciados, além da facilidade de purificagcdo dessas moléculas a
baixos custos. Neste sentido, este trabalho utiliza da técnica de expressdo em
sistema heterdlogo para a producdo de dois peptideos com alvos de acao
diferentes, porém completares: atividade imunomodulatéria do Mastoparano-
MO, e atividade antimicrobiana do peptideo Synoeca-MP. Além disto, a fuséo
dos peptideos a tag do polimero biodegradavel pode permitir a protecdo dos
PAMs contra degradacéo proteolitica e também permite a protecdo da célula
hospedeira, visto que os peptideos podem ser toxicos. Além dessas vantagens,
pode-se contar com a obtencdo de moléculas purificadas através de um

processo de baixo custo.
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3 Objetivos
3.1 Objetivos Gerais

Produzir em sistema heter6logo os peptideos Synoeca-MP e
Mastoparano-MO, ambos fusionados ao polimero elastin-like polypeptide (ELP)
e, avaliacao da atividade antimicrobiana destes PAMs in vitro contra Klebsiella

pneumoniae.
3.2 Objetivos Especificos

Biossintetizar a sequéncia primaria dos peptideos Synoeca—-MP e

Mastoparano-MO utilizando células de E. coli.
Produzir peptideos recombinantes e purifica-los.

Clivar os peptideos Synoeca-MP-DP e Mastoparano-MO-DP
biossintetizados em sistema heterélogo, separando-os da tag de ELP; purifica-
los e avaliar a atividade antimicrobiana das moléculas separadas contra cepa
multirresistente de K. pneumoniae (Kpc1410503).

Obter a concentracéo inibitéria minima (MIC) dos peptideos Synoeca—MP
e Mastoparano-MO, produzidos sinteticamente, contra cepa multirresistente de
K. pneumoniae (Kpc1410503).
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4 Material e Métodos
4.1 Sintese dos genes sintéticos e clonagem do vetor de

expresséao

Os genes que codificam os peptideos Synoeca-MP e Mastoparano-MO
foram sintetizados, respectivamente, de acordo com a sequéncia codificadora do
peptideo isolado da peconha da vespa Synoeca surinama (FREIRE, 2011), e da
sequéncia do peptideo Mastoparano-L (SILVA, 2015). Ambos os genes foram
sintetizados pela empresa Epotech Biolabs (www.epochlifescience.com) e

clonados nos vetores pUC18 (2686pb) e pBSK (2949pb), respectivamente.

Os sitios das endonucleases de restricdo Ndel e Kpnl foram adicionados
as extremidades 5 e 3’ do gene, visando permitir a subclonagem no vetor de
expressao pET25b*. O vetor de expressédo pET25b* foi modificado com a adicédo
de duzentas repeticdes da sequéncia codificadora da elastin-like polypeptide
(ELP), e contendo na extremidade N-terminal um sitio de clivagem para acido
férmico composto por um residuo de &cido aspartico e um residuo de prolina
(DP) (figura 3).

Além desta construcéo, também foram sintetizadas constru¢des génicas
codificadoras com o sitio de clivagem portadores dos aminoacidos em posicées
invertidas (PD), afim de avaliar se a clivagem era mais eficiente; e um terceiro

sistema sem a presenca do sitio de clivagem.

Primeiramente, os vetores contendo a sequéncia codificadora dos
peptideos foram digeridos com as endonucleases de restricdo Ndel e Kpnl e os
fragmentos originarios da digestdo foram subclonados no vetor de expressao
pPET25b* modificado formando o cassete de expressdao pET25b-peptideo-
ELP200) (figura 3).
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Figura 3. Cassete de expresséo utilizado para producédo heterdloga dos peptideos Synoeca-MP

DP

e Mastoparano-MO no vetor pET25b* modificado. As construgbes Synoeca-MP-DP-ELP200),
Synoeca-MP-PD-ELP00), Synoeca-MP sem sitio de clivagem, Mastoparano-MO-DP-ELP2oo0),
Mastoparano-MO-PD-ELP200) € Mastoparano-MO sem sitio de clivagem estdo inseridas no vetor
pPET25b* modificado sob controle do promotor hibrido T7/Lac. Os peptideos tém fusionado a sua
extremidade C-terminal 200 repeticbes de ELP (VPAVG). Os sitios de restricdo Nedl e Kpnl
foram adicionados as extremidades N e C-terminal dos peptideos para permitir a posterior

subclonagem no vetor de expresséo.

4.2 Transformacao genética e producado de DNA plasmidial

O plasmideo pET25b-Peptideo-ELP00) foi transformado em células de E.
coli, linhagem XL1-blue, transformadas por eletroporacédo. Posteriormente, as
células foram plagueadas em meio Luria Bertani (LB) — Triptona 10g.L!, Extrato
de levedura 5g.L* e NaCl 10g.L* - contendo 100 pg.mL? de canamicina. As
placas foram incubadas a 37°C por 16h. Uma colénia selecionada foi entéo
inoculada em meio LB liquido contendo 50 pg.mL* canamicina sob a mesma
temperatura e tempo, a 180 rpm, e procedeu-se a extracdo do DNA plasmidial
(SAMBROOK, 2012)

4.3 Mini preparacédo do DNA plasmidial

Para a obtencdo do DNA plasmidial foi realizada a técnica de mini
preparacdo, atraves do Pure Link™ Quick Plasmid Miniprep Kit, com as
especificagbes do fabricante (Invitrogen™). A células transformadas com os
plasmideso do Synoeca-MP-DP, Synoeca-MP sem sitio de clivagem,
Mastoparano-MO-DP e Mastorano-MO sem sitio de clivagem, foram
centrifugadas por 2 minutos a 14000rpm, em seguida o sobrenadante foi
descartado. No pellet foi acrescentado 250uL do tampé&o 1 contendo RNAse, e

apos vortexado foi acrescentado 250uL do tampédo 2 e homogeneizado por
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inversao 5 vezes, depois acrescentado 350uL do tampdo 3 e misturado por
inversao 10 vezes. O tubo foi colocado para centrifugar por 12 minutos a
14000rpm. O sobrenadante foi coletado e acrescentado em uma coluna de silica,
a qual foi centrifugada por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e a coluna
foi lavada com 750uL do tampao de lavagem, centrifugada por 2 minutos e
descartado o sobrenadante presente no tubo. Para a obtenc&o do DNA presente
na coluna foi utilizado agua MilliQ autoclavada, a coluna foi transferida para outro
tubo e foi feita uma centrifugacao por 1 minuto a 12000 RPM (SAMBROOK E
RUSSELL, 2001). O DNA plasmidial extraido foi avaliado quanto a sua qualidade
em um gel de agarose 1%, no qual foi aplicado 3uL de DNA e 5pL do tampéo de

amostra.

4.4 Sequenciamento do DNA plasmidial

O DNA obtido, por meio da mini preparacado das células XL1blue de 10
colonias de cada construgéo, foi sequenciado para verificar se a sequéncia que
codifica os peptideos Synoeca-MP e Mastoparano-MO estavam corretas. O
sequenciamento foi feito utilizando dois primers T7
(5TAATACGACTCACTATAGGG3’) e SP6 (5ATTTAGGTGACACTATAG3), no

sequenciador automatico ABI 3130xI Applied Biosystems.

4.5 Expresséo heter6loga em E. coli BL21 (DE3)

45.1 Transformacdo de células de E. coli para expressdo da

sequéncia codante dos peptideos

Os vetores de expressdo pET25b-Peptideo-ELP00) (Synoeca-MP-DP-
ELP00), Synoeca-MP sem sitio de clivagem; Mastoparano-MO-DP-ELP200) e
Mastoparano-MO sem sitio de clivagem) foram inseridos em células
eletrocompetentes de E. coli BL21 (DES3) por eletroporacéo, utilizando 1ng de
DNA proveniente da mini preparacdo plasmidial e 40uL de células
eletrocompetentes. As células foram transferidas para uma cubeta de
eletroporacéo e levada ao eletroporador, utilizando uma voltagem de 1,8kV.
Apés a transformacéo, as células foram ressuspendidas em 800uL de meio LB,

transferidas para um microtubo e levadas a uma estufa a 37°C por 40 minutos.
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Apls este tempo, 100pL da cultura foram plaqueados em meio LB Agar
enriquecido com canamicina (50mg/mL). As placas foram mantidas em estufa a
37°C por 12 horas.

Duas colbnias crescidas na placa com antibiético e uma col6nia de BL21
(DE3) sem transformar foram selecionadas para avaliar a expresséo da proteina

recombinante, utilizando a lactose como agente indutor.

As colbnias cresceram em Erlenmeyer de 1L contendo 500mL de meio
Terrific broth (TB) (extrato de levedura 24 g.L, triptona 12 g.L™, glicerol 5.04 g.L"
1 e K2HPO4 12.54 g.L ) suplementado com canamicina (50 mg.Lt) em agitador
rotativo a 220 rpm por 1 hora. Em seguida, foram adicionados 0,2% de lactose
em cada cultura, e deixadas em agitador rotativo a 200 rpm, 37°C por 22h.

4.5.2 Andlise da expresséao heterdéloga por eletroforese em gel SDS-
PAGE

ApOs o crescimento bacteriano de 22 horas sob agitacdo a temperatura
de 37°C, 100uL de cada amostra (em triplicata) foram aplicados em uma placa
de 96 pocos para a obtencdo da densidade otica (ODesoo). Em seguida foi
realizado uma leitura da densidade otica do crescimento microbiano utilizando o
equipamento espectrofotbmetro (BioTek Power Waver, HT, EUA),.Em placa de
ELISA de 96 pocos, o calculo para a andalise dos extratos proteicos das amostras

foi realizado segundo a equacao abaixo:
ODi x Vf = ODf x Vi

Sendo que 0Di (densidade oOtica inicial) representa a densidade 6tica da
cultura crescida por 22h, ODf (densidade otica final) € o valor da densidade oOtica
estipulado como ideal para ser observado no gel — de 0,1; Vi (volume inicial)
volume total de amostra no microtubo — de 125pl; e Vf (volume final) volume a

ser obtido na equacao e que sera aplicado no poco do gel.

Obtido o volume a ser aplicado no gel, 1ImL de cada cultura foi coletado e
centrifugado por 20 minutos a 14000 RPM, o sobrenadante foi removido,
adicionado 100uL de TE (10mL 1M Tris-HCI pH 8 e 400uL de 0,25M EDTA) e

25uL de tampéo de amostra 5x, as amostras foram vortexadas e deixadas no
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gelo por 10 minutos. Em seguida, os microtubos foram centrifugados por 20
minutos a 14000rpm. O volume de cada amostra obtido no célculo a seguir foi
aplicado nos pocos do gel de poliacrilamida 10% (DUNN, 1994).

4.5.3 Coloracédo de SDS-PAGE

Apoés a corrida (25mA por gel, por aproximadamente 2h), o gel de
poliacrilamida a 10% (LAEMMLI, 1970) foi lavado com &gua destilada e uma
solucéo de cloreto de cobre (CuCl2) — 28g de CuCl em 50mL de &gua destilada
- foi adicionada. Apds 20 minutos ou mais a temperatura ambiente e em agitador,
o gel foi analisado quanto a presenca de bandas na regido aproximada das

proteinas recombinantes.

4.6 Producado de maior quantidade peptideos recombinantes

Foram preparados 10 mL de pré-inéculos em tubos falcons de 50 mL
contendo meio Luria Bertani (LB) — Triptona 10g.L!, Extrato de levedura 5g.L e
NaCl 10g.L? — suplementado com 10uL.mL* de canamicina e uma col6nia
transformada com os plasmideos que codificam os peptideos Synoeca-MP-DP-
ELP00), Synoeca-MP sem sitio de clivagem; Mastoparano-MO-DP-ELP2o00) e
Mastoparano-MO sem sitio de clivagem. Os tubos foram mantidos sob agitacao
a 200 rpm, por 12 horas a 37°C. Apés esse tempo, uma aliquota de cultura foi
inoculada em 500mL de meio TB (extrato de levedura 24 g.L, triptona 12 g.L?,
glicerol 5.04 g.L't e K2HPO4 12.54 g.Lt) e canamicina (50 mg.L?), divididos em
2 Erlenmayers de 1L, e mantido sob as mesmas condic6es do pré-indculo por
uma hora. Apés esta hora, foi adicionado o indutor lactose, na concentracdo de

0,2% e as amostras mantidas sob agitacéo, a 37°C por 22 horas.

4.7 Purificacdo dos peptideos fusionados ao biopolimero

Apbés as 22 horas de inducdo anteriormente citada, as amostras foram
centrifugadas a 4°C, e os pellets ressuspendidos em 20mL de tempao de
extracdo TE (50mM Tris + 1mM EDTA, pH=8), e mantido em gelo até a completa
solubilizac&o. Feito isso, com as amostras sempre em gelo, as células foram
sonicadas (Sonicador Vibra Cell, UnitechUSA, USA) a 60% de amplitude por
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uma hora: 3” de pulso on e 9” de pulso off. Foi acrescido uma solucéo de HCI
37%, ajustando o pH entre 3 e 3,5, para a precipitacdo do debri celular
(MACHADO et al., 2013)..

As amostras foram entdo centrifugadas a 9500rpm por 20 minutos ou até
se obter um sobrenadante completamente limpido. A partir disto, o0s
sobrenadantes foram mantidos a 37°C por 1-2 horas (ou até ficarem com aspecto
leitoso), centrifugados a 9500rpm por 20 minutos, a 37°C. Os pellets formados
foram ressuspendidos em 15mL de agua fria (4°C) e as amostras vortexadas e
mantidas a 4°C por, aproximadamente, 2 horas (ou até a completa solubilizacéo),
seguindo com uma centrifugacdo a 9500rpm, por 20 minutos a 4°C. Os pellets
resultantes foram descartados e os sobrenadantes submetidos aos ciclos de
aguecimento e resfriamento por mais duas vezes, completando trés ciclos. As
fracbes purificadas presentes nos sobrenadantes finais foram liofilizadas,

pesadas e armazenadas a temperatura ambiente (MACHADO et al., 2013).

4.8Clivagem acida dos peptideos

Do produto liofilizado foram pesados 10mg de Mastoparano-MO-DP e
14mg de Synoeca-MP-DP, ressuspendidos em solucédo de acido férmico 70%
(v/v). A reacdo ocorreu com o acréscimo de 3 volumes de agua ultra-pura,
durante 48 horas, a 37°C. Ap6s esse periodo, as amostras foram liofilizadas
cerca de 24h para retirar o &acido férmico. Purificacdes sequenciais foram

realizadas com o intuito de separar as porcdes clivadas: ELP e peptideo.

As amostras clivadas e liofilizadas foram entdo ressuspendidas em agua
e mantidas a 37°C por 2 horas. Centrifugadas a 9500 rpm por 20 minutos a 37°C,
0 sobrenadante contendo o peptideo foi transferido para outro tubo e o pellet
resultante da centrifugacéo foi ressuspendido em agua fria. Apés 2 horas em
geladeira a 4°C, a solucéo foi centrifugada a mesma temperatura, por 20 minutos
a 9500 rpm. Este processo foi repetido por trés vezes e o sobrenadante final foi
liofilizado. Apés a segunda liofilizac&o, as amostras foram analisadas em MALDI
MS/MS e quantificadas.



20

4.9 Analise das proteinas recombinantes por MALDI MS/MS

A pureza e a massa da fracdo purificada (sobrenadante final) das
proteinas recombinantes provenientes das constru¢des pET25b-Synoeca-MP-
DP-ELP@o0), -ELP(200); pET25b-Synoeca-MP-ELP@o0) sem sitio de clivagem;
pET25b-Mastoparano-MO-DP-ELP@00); e pET25b-Mastoparano-MO-ELP 00)
sem sitio de clivagem, foram avaliadas por espectrometria de massa no
equipamento MALDI-TOF/TOF. Cada peptideo foi diluido em &gua Milli-Q® e
analisado numa matriz (acido a-ciano-4-hidroxicindmico, preparada com 50 uL
de acido trifluoroacético a 3%, acetonitrila 100% e 200 yL de agua ultrapura)
numa proporcdo 1:3. As amostras foram depositadas em triplicata na placa
(Anchorchip — Var 384) e mantida a temperatura ambiente por aproximadamente
5 minutos até sua total cristalizacdo. A massa molecular e a fragmentacdo dos
peptideos foram determinadas por MALDI-TOF-TOF Autoflex Speed, Bruker
Daltonics (Billeria, MA) a partir do modo de operagéo positivo, refletido, em uma
faixa de 700-5600 m/z (CANTU et al., 2008).

4.10 Quantificacdo dos peptideos clivados

A quantificagdo dos peptideos foi realizada utilizando o LavaPep™
Peptide and Protein Quantification kit (GelCompany, USA). Inicialmente, foram
preparadas curvas padrées de cada peptideo — Synoeca-MP e Mastoparano-
MO-, nas mesmas condi¢cBes de andlise dos peptideos clivados, utilizando os
peptideos sintéticos (sintetizados em fase sélida pela empresa Aminotec
P&D,Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

Amostra das fracbes dos peptideos clivados (extrato proteico total,
sobrenadante e pellet) apds secos foram diluidos em 500 pL de agua seguido
de 5 diluicbes seriadas, com concentragdes finais de 1mg a 0,1mg, baseado na
curva padréo. Foram preparadas as solugcbes reagentes com componente A
(fluoréforo) e componente B (tampéo bicarbonato), na propor¢céao 1:9. A cada 10
UL de peptideo foram adicionados 40 pL desse mix de reagentes. Uma amostra
de branco foi preparada nas mesmas condi¢gdes, com componente C (tampao de

reagdo) substituindo o peptideo. As amostras foram aplicadas em microplaca de



21

96 pocos e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 50 puL de componente C a cada uma delas (exceto no branco).

O fluoréforo liga-se reversivelmente aos residuos de lisina, arginina e
histidina e, respondendo a um ambiente hidrofébico, produz uma fluorescéncia
vermelha como produto. Utilizando um leitor de fluorescéncia com faixa de
excitacdo de 540+10 nm e com faixa de emissdo de 630+10 nm, os valores
obtidos foram analisados em fungdo da curva padrdo de cada peptideo,

utilizando a funcao: logio fluorescéncia x logio quantidade de peptideos.

4.11 Ensaios de atividade antimicrobiana com proteinas

recombinantes

Com o objetivo de comparar a atividade antimicrobiana in vitro das
proteinas recombinantes produzidas e dos peptideos produzidos sinteticamente,
foram realizados ensaios utilizando o isolado clinico de Klebsiella pneumoniae
(Kpc1410503), cedida pelo LACEN (Laboratorio Central do Distrito Federal,
Brasilia, Brasil), em concentragdes que variavam de 128 pg a 1pug/mL.

A concentracdo inibitéria minima (MIC) dos peptideos foi determinada
utilizando placa de 24 pocos, com meio Muiller Hinton soélido (2 g/L de infusdo
desidratada de carne, 17,5 g/L de caseina hidrolisada, 1,5 g/L de amido e 17 g/L
de &gar) para a contagem de colbnias.

Inicialmente, um pré-indculo foi preparado com 5 mL de meio LB liquido e
uma colbnia da cepa Kpc1410503 de K. pneumoniae. O tubo falcon foi mantido
sob agitacéo constante, a 37°C por 16 horas. Depois deste periodo, 50 pyL desta
cultura bacteriana foram inoculadas em 5 mL de meio LB em outro falcon, e este
foi mantido sob as mesmas condi¢cbes, até que o crescimento bacteriano
atingisse a concentragdo de 1x108 UFC/mL (representado pela absorbancia no
intervalo de 0,6 a 0,8 nm, lido a 595 nm em equipamento espectrofotbmetro),
obtido anteriormente por curva padréo do microrganismo.

Foram preparadas diluicbes seriadas - em volume suficiente para as
triplicatas técnicas - dos peptideos sintéticos e das fracBes recombinantes
(sobrenadante e pellet), que variavam de 128 ug a 1pg/mL, para os sintéticos e

de 128 ug a 16 pg/mL, para as proteinas recombinantes.
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Os controles negativos consistiram apenas em cultura bacteriana
enquanto os controles positivos continham além da cultura bacteriana, 10 pL de
antibiotico Amicacina 50mg/mL.

Com o meio Muiller Hinton agar ainda liquido com temperatura de,
aproximadamente, 50°C, foi incorporado um volume de 100 pL de cada
concentracdo de peptideo, quantificada conforme descrito anteriormente, de
modo que o0 meio solidificasse acrescido com as solugcdes nas diferentes
concentracoes.

O in6culo bacteriano preparado anteriormente foi diluido “para a
concentracédo final de1x10? UFC. Desta forma, um volume de 100 uL de inéculo
bacteriano foi aplicado em cada poco da placa onde ja haviam sido incorporados

0s peptideos. Foram analisados 0s seguintes tratamentos:

a) Synoeca-MP sintético

b) Synoeca-MP sem sitio de clivagem

c) Synoeca-MP clivado (pellet e sobrenadante)

d) Mastoparano-MO sintético

e) Mastoparano-MO sem sitio de clivagem

f) Mastoparano-MO clivado (pellet e sobrenadante)

g) Controles negativo e positivo

Apbs 24 horas de incubacdo da placa em estufa a 37°C, foi realizada a
contagem de UFC da cepa Kpcl410503 de K. pneumoniae em estereoscopio

binocular (microscoépio de lupa) e comparado com 0s controles.
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5 Resultados
5.1 Clonagem dos peptideos Synoeca-MP e Mastoparano-MO

Os plasmideos pUC18 e pBSK contendo os genes sintéticos que
codificavam os peptideos Synoeca-MP e Mastoparano-MO, respectivamente,
foram clivados em duas regides com as enzimas Ndel e Kpnl. Em seguida, os
fragmentos originarios da digestdo foram subclonados no vetor de expressao
pET25b* modificado formando o cassete de expressao pET25b-peptideo-
ELP, possibilitando a producdo heterdloga dos peptideos fusionados as
repeticdes de elastina. Desta forma, foram produzidos os seguintes vetores:
pPET25b*-Synoeca-MP-DP-ELP 200), pPET25b*-Synoeca-MP-PD-ELP200),
pET25b*-Synoeca-MP-ELPosy sem sitio de clivagem, pET25b*-
Mastoparano-MO-DP-ELP@00), pET25b*-Mastoparano-MO-PD-ELP@o0) €
pET25b*-Mastoparano-MO-ELP¢00) sSem sitio de clivagem. Os vetores foram
subclonados em células de E. coli, linhagem XL1-blue e as mini preparacdes
foram analisadas em gel de agarose a 1 % (figura 4).

Nesta figura, é possivel observar as trés conformacdes do DNA circular
dos transformantes em todos os sistemas testados. O vetor pET25b* possui
5547 pb e apresentou as conformacdes relaxadas — bandas na parte superior
da imagem (seta 1), as conformacdes enoveladas (seta 2) e as conformacdes

superenoveladas (seta 3).

- 1

5 - )

| -3
5000pb 5000pb
2000pb 2000pb
1000pb 1000pb

(A) (B)

Figura 4: Gel de agarose 1% das mini preparacdes obtidas dos vetores transformados em
células de E.coli. (A)1: ladder 1kb plus, linhas 2 e 3: mini prepara¢des dos vetores contendo a

seguéncia Synoeca-MP-DP-ELP200), linhas 4 e 5: mini preparagdes dos vetores com a sequéncia
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D

Synoeca-MP sem sitio de clivagem; (B) 1: ladder 1kb plus, 2: mini preparacéo do vetor contendo
a sequéncia do Mastoparano-MO-DP-ELP@o0) € 3: mini preparacdo do vetor contendo a
sequéncia do Mastoparano-MO sem sitio de clivagem. As setas indicam as conformagées do

DNA plasmidial nas diferentes construcgdes.

A andlise do sequenciamento das mini preparacdes (figuras 5 e 6), mostra
que a fase de leitura esta correta, e que nao havia ocorrido nenhuma alteracéo
na sequéncia que codificava os peptideos (sequéncia marcada em amarelo). No
mesmo fragmento ainda foi possivel observar que o sitio de clivagem,
representado por dois aminoacidos, &cido aspartico e prolina (em vermelho na
figura), esta intacto, bem como as 200 repeticdes de elastin-like polypeptide

(marcadas em verde).

CGGGGCGTTAAGGGATCTCTTATATTTTGTTTACTTTAGAGGAGATAT
ACTATGATTAACTGGCTGAAACTGGGCAAAAAAATTATTGCGAGCCTGEER

Figura 5: Sequéncia de nucleotideos obtida pela leitura do primer T7 do fragmento que codifica
0 peptideo Synoeca-MP-DP-ELPo0),. A regido em negrito azul corresponde a metionina (M)
(cédon de iniciacdo); marcado em amarelo esti a regido correspondente a sequéncia do
Synoeca-MP; a sequéncia marcada em vermelho corresponde aos cddons do sitio de clivagem
(DP) para o acido férmico, e a regido em verde corresponde a sequéncia da elastina em
repeticoes.
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TTTTTTGGTTTTTAACCTTTAGAAGGAGAATACATATGTTTCTGCCGATTA
TTATTAACCTGAAAGCGCTGGCGGCGCTGGCGAAAAAAATTCTGERIEE

Figura 6: Sequéncia de nucleotideos obtida pela leitura do primer T7 do fragmento que codifica
0 peptideo Mastoparano-MO-DP-ELP00).. A regido em negrito azul corresponde a metionina (M)
(cédon de iniciagdo); marcado em amarelo est4 a regido correspondente a sequéncia do
Mastoparano-MO; a sequéncia marcada em vermelho corresponde aos cédons do sitio de
clivagem (DP) para o acido férmico, e a regido em verde corresponde a sequéncia da elastina

em repeticdes.

5.2 Producdo dos peptideos recombinantes

A partir da confirmacao acima, as constru¢des pET25b*-Synoeca-MP-
DP-ELP@00, pET25b*-Synoeca-MP-PD-ELP@00), pET25b*-Synoeca-MP-
ELP@oo) sem sitio de clivagem, pET25b*-Mastoparano-MO-DP-ELP (200),
pET25b*-Mastoparano-MO-PD-ELP200) € pET25b*-Mastoparano-MO-ELP 200
sem sitio de clivagem foram crescidas em meio TB com indutor lactose na
concentracdo de 0,2%, e apés o periodo de 22 horas apresentaram
crescimento de 0,514, 0,523, 0,515, 0,596, 0,512 e 0,534, respectivamente,
obtido pela leitura em espectrofotbmetro na absorbancia de 595nm. Na
mesma placa foram lidas as absorbancias das células DE3 sem o plasmideo
transformado — utilizadas como controle negativo -, as quais apresentaram
crescimento de 0,627nm. Essa diferenca pode ocorrer devido a presencga do

promotor T7 no plasmideo transformado que provoca uma sobrecarga na
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capacidade metabdlica tendo como resultado uma reducdo na taxa de
crescimento (BENTLEY etal., 1990; CARNEIRO; FERREIRA; ROCHA, 2013).

A coloragédo com CuClzfoi a alternativa ao corante Comassie Blue, uma
vez que este interage principalmente com a arginina e fracamente com outros
residuos basicos, como histidina e lisina; e residuo aromaticos como
triptofano, tirosina e fenilalanina, além de detectar concentracdes a partir de
40 ng, aproximadamente (LEE; LEVIN; BRANTON, 1987). Sendo assim, o
Comassie Blue nao interage com os residuos de aminoacidos codificantes das

ELPs, ndo reagindo a presenca desta molécula no gel.

Os géis SDS-PAGE a 10%, corados com cloreto de cobre, mostram as
analises dos extratos proteicos das células de E. coli transformadas com
diferentes plasmideos (figuras 7 e 8). Bandas em torno de 100kDa (indicadas
pela seta), nas linhas 2, 3 e 4, indicam a producdo heteréloga das diferentes
construcBes de proteinas recombinante de Synoeca-MP e Mastoparano-MO,
acopladas a ELP00), respectivamente.

250kDa
150kDa

50kDa

37kDa

Figura 7: Gel SDS PAGE 10 % corado com solugdo de cloreto de cobre referente ao extrato
proteico do cultivo celular de E.coli BL21 DE3 transformada com o plasmideo recombinante ap6s
22 horas de crescimento com inducéo de lactose. (1) marcador de massa molecular Precision
Plus Protein Standards; (2) E.coli BL21 DE3 transformada com pET25b+-Synoeca-DP-ELP200);
(3) E.coli BL21 DE3 transformada pET25b+-Synoeca-PD-ELP@o0); (4) E.coli BL21 DE3
transformada pET25b+-Synoeca-ELPo0) sem sitio de clivagem; (5) E.coli BL21 DES3
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transformada pET25b+ com vetor vazio como controle. A seta indica as bandas que representam

a expressédo heterdloga dos peptideos supracitados.

250kDa
150kDa

100kDa
75kDa W

50kDa

37kDa

N “

Figura 8: Gel SDS PAGE 10 % corado com solugdo de cloreto de cobre referente ao extrato

proteico do cultivo celular de E.coli BL21 DE3 transformada com o plasmideo recombinante apés
22 horas de crescimento com inducéo de lactose. (1) marcador de massa molecular Precision
Plus Protein Standards; (2) E.coli BL21 DE3 transformada pET25b+-Mastoparano-MO-DP-
ELPo0); (3) E.coli BL21 DE3 transformada pET25b+- Mastoparano-MO-PD-ELP200); (4) E.coli
BL21 DE3 transformada pET25b+- Mastoparano-MO-ELP00) sem sitio de clivagem; (5) E.coli
BL21 DE3 transformada pET25b+ com vetor vazio como controle.. A seta indica as bandas que

representam a expressao heteréloga dos peptideos supracitados.

A massa aparente observada nestes géis se deve a fusdo do peptideo, o
qual possui baixa massa molecular, com 200 repeticdes de ELP, o que torna a
massa do sistema peptideo-ELP aproximadamente este apresentado. E
interessante observar que a massa dos residuos que codificam os sitios de
clivagem DP, PD ou a auséncia deste sitio ndo € significativa, ou seja, nao altera
a massa molecular observado no gel.

As construcdes contendo o sitio de clivagem com os aminoacidos em
posicdes invertidas (PD) ndo foram utilizadas ja que a ideia era observar se no
sitio PD poderia ocorrer uma clivagem mais eficiente. Entretanto, experimentos
realizados em Portugal na Universidade do Minho, utilizando este mesmo vetor

com outro peptideo e o sitio PD, ndo mostraram diferencas na clivagem quando
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comparados com o sitio DP. Desta forma, uma das perspectivas deste trabalho
é realizar a clivagem desta ultima construcéo citada (tabela 5).

ApGs a producéo heterdloga dos peptideos recombinantes ligados as 200
repeticbes de ELP, foram produzidos 4L de cultura das seguintes construcoes:
Synoeca-MP-DP, Synoeca-MP sem sitio de clivagem, Mastoparano-MO-DP e

Mastoparano-MO sem sitio de clivagem, para purificagéo.

5.3 Purificacdo dos biopolimeros

O processo de purificagdo consiste em submeter as células de E. coli
transformadas com os vetores a diferentes temperaturas, em ciclos de
aquecimento, 37°C por, aproximadamente, 2 horas seguido de centrifugacdo a
mesma temperatura; e resfriamento, a temperatura de 4°C pelo mesmo periodo
ou até que as amostras estivessem completamente dissolvidas no meio aquoso,
seguido de centrifugacdo a mesma temperatura. Estes procedimentos (ou ciclos)
sao realizados por trés vezes seguidas e espera-se que, ao final de cada ciclo,
se obtenha amostras mais limpas ou sem contaminantes, eliminando as
proteinas enddgenas da bactéria (MACHADO et al., 2013b).

As figuras 9, 10, 11 e 12 mostram os resultados obtidos quando as
amostras de sobrenadante do cultivo celular de cada fase quente/frio dos
respectivos ciclos foram obtidos. Podemos observar que a medida que a
purificacdo ocorria, todas as constru¢cdes apresentavam menos proteinas
“contaminantes” ou enddgenas, e no final do terceiro ciclo a construgao peptideo-
ELP é considerada pura. Também podemos observar que a solubilidade das
proteinas é maior a 4°C e que, sob a temperatura de 37°C, as mesmas ficavam
retidas no pellet junto com as ELPs (linhas 3,5 e 7, figura 9; linhas 2, 4 e 6, figura
10).
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Figura 9: Gel SDS PAGE 10 % corado com solucao de cloreto de cobre referente a purificagao
do peptideo Synoeca-MP-DP-ELPo0), (1) marcador de massa molecular Precision Plus Protein
Standards; (2) E.coli BL21 DE3 transformada pET25b+-Synoeca-DP-ELPo0); (3)(5) e (7)
amostras dos sobrenadantes dos peptideos ap6s 2 horas a 37°C dos ciclos 1, 2 e 3,
respectivamente; (4) (6) e (8) amostra dos sobrenadantes dos peptideos apos 2 horas a 4°C dos
ciclos 1, 2 e 3, respectivamente. As setas indicam a presenca de proteinas enddgenas e a

retirada destas durante o processo de purificagao.
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37kDa

Figura 10: Gel SDS PAGE 10 % corado com solucéo de cloreto de cobre referente a purificagdo
do peptideo Synoeca-MP sem sitio de clivagem. (1) marcador de massa molecular Precision Plus

Protein Standards; (2) (4) e (6) amostras dos sobrenadantes dos peptideos apés 2 horas a 37°C
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dos ciclos 1, 2 e 3, respectivamente; (3) (5) e (7) amostra dos sobrenadantes dos peptideos ap6s
2 horas a 4°C dos ciclos 1, 2 e 3, respectivamente. As setas indicam a presenca de proteinas

enddgenas e a retirada destas durante o processo de purificagao.
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Figura 11: Gel SDS PAGE 10 % corado com solucéo de cloreto de cobre referente a purificagdo
do peptideo Mastoparano-MO-DP. (1) marcador de massa molecular Precision Plus Protein
Standards; (2) E.coli BL21 DE3 transformada pET25b+-Mastoparano-MO-DP-ELP200); (3)(5) e
(7) amostras dos sobrenadantes dos peptideos apés 2 horas a 37°C dos ciclos 1, 2 e 3,
respectivamente; (4) (6) e (8) amostra dos sobrenadantes dos peptideos ap6s 2 horas a 4°C dos
ciclos 1, 2 e 3, respectivamente. As setas indicam a presenca de proteinas enddgenas e a

retirada destas durante o processo de purificagéo.
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Figura 12: Gel SDS PAGE 10 % corado com solucéo de cloreto de cobre referente a purificagdo
do peptideo Mastoparano-MO sem sitio de clivagem. (1) E.coli BL21 DE3 transformada
pET25b+-Mastoparano-MO-ELPooy; (2)(4) e (6) amostras dos sobrenadantes dos peptideos
apos 2 horas a 37°C dos ciclos 1, 2 e 3, respectivamente; (3) (5) e (7) amostra dos sobrenadantes
dos peptideos apoés 2 horas a 4°C dos ciclos 1, 2 e 3, respectivamente e (8) marcador de massa
molecular Precision Plus Protein Standards. As setas indicam a presenca de proteinas

enddgenas e a retirada destas durante o processo de purificagéo.

Apos os ciclos de purificagcdo por histerese, os sobrenadantes obtidos de
cada construcdo, 0s quais continham as proteinas recombinantes purificadas,
foram liofilizados e pesados. As constru¢des do peptideo Synoeca-MP, tanto
com sitio de clivagem quanto sem, produziram maior quantidade de proteinas
recombinantes enquanto as construgdes de Mastoparano-MO tiveram menor

rendimento quando comparadas entre si (tabela 1; tabela 5).
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Tabela 1: Peso seco do sobrenadante ap6s a purificacdo e liofilizacdo da producédo de 4L de
cada sistema peptideo-ELP 200

Peso seco (mg) em 4L de

cultura
Synoeca-MP sem sitio de clivagem 339,6
Synoeca-MP-DP-ELP 2q0) 354,4
Mastoparano-MO sem sitio de clivagem 47,7
Mastoparano-MO-DP-ELP o) 129,6

5.4 Clivagem &cida, purificacdo e quantificacdo dos peptideos

Foram submetidos ao processo de clivagem as constru¢des Synoeca-MP-
DP e Mastoparano-MO-DP (tabela 5), por possuirem um sitio especifico para
gue a reacdo com o acido férmico acontecesse. Apos 48 horas de reacéo a 37°C,
as solucdes foram liofilizadas para a retirada do acido e as amostras foram
submetidas a purificacao por ciclos de temperatura, como ja havia sido realizado
apos a producao de proteinas por expressdo heterdloga. ApGs trés ciclos de
temperatura 37°C/4°C, o que se esperava era obter o peptideo de interesse
sempre solivel no meio aquoso, uma vez que apenas a elastina tem a
propriedade de se agregar quando submetida a altas temperaturas e, apos a
clivagem acida, toda a elastina seria retirada por centrifugacdo a 37°C, e o
peptideo estaria concentrado no sobrenadante. Entretanto, esta suposicdo ndo
pdde ser confirmada por gel SDS-PAGE 15%, desta forma, o sobrenadante e o
pellet obtidos apos a purificacéo da clivagem, ambos ressuspendidos em agua,
foram liofilizados e analisados por espectrometria de massa no MALDI MS/MS.

As imagens a seguir sdo dos espectros apresentando a massa molecular

e a sequéncia fragmentada obtida na analise.
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Figura 13: Espectros de massas MS obtido em método positivo, refletido, na faixa de 700/5600
m/z no equipamento MALDI-TOF/TOF do peptideo Synoeca-MP-DP-ELP00), ap6s a clivagem
acida e purificacdo. A massa observada de 1843,307 difere da massa protonada M+H 1597 do
peptideo sintético
Comment 1
Comment 2
= 4
i’““: M-1-N-W-L-K-L-G-K-K-I-I-A-S-L-D
E : E —K—t——G-—IL b VL W M L M—
£ 1.257 g
1 o ———231.34. 4 1—133.73—
. —_" W + L E<VL e 5 e + K + [ e e Y e e e T Ee I F) R B
1.[][]—_
4 — L]
] = &
=] s]
07s] T g 3
] £ & @
] - -3 c :
d =+ P~ s = o
050 & = ¥ g® )
4 = = ] ;2
] T ] 3
0.25-] ol
- L=
] <}
i B
i -
0.004
" 200 400 €00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 i
Eruker Daltonics flaxAnalysis pimed:  01-11-2017 11:12:09 AM

Figura 14: Espectro de MS/MS do peptideo Synoeca-MP-DP-ELPo0), apés a clivagem e
purificacdo, obtido pelo método positivo, refletido, utilizando o modo LIFT para fragmentacéo de

peptideos e a sequéncia original do peptideo.
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Figura 15: Espectro de massa MS obtido em método positivo, refletido, na faixa de 700/5600
m/z no equipamento MALDI-TOF/TOF do peptideo Mastoparano-MO-DP-ELP@00), apds a
clivagem e purificagdo. A massa observada de 2309,645 difere da massa protonada M+H
2064,65 do peptideo sintético
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Figura 16: Espectro de MS/MS do peptideo Mastoparano-MO-DP-ELP00), apds a clivagem e
purificacé@o, obtido em método positivo, refletido, utilizando o modo LIFT para fragmentagdo de

peptideos.
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A partir dos ions de maior intensidade, foi realizada a fragmentacédo da
sequéncia dos peptideos através de quebra das ligacdes peptidicas que induz a
formacao de dois ions-fragmentados, que sao classificados como ions que retém
a carga residual (préton) no lado N-terminal (gerando fragmentos no sentido da
direita - esquerda), e ions que retém a carga residual (préton) na regiao C-
terminal (gerando fragmentos no sentido da esquerda - direita). Os pares de ions
serdo sempre correspondentes aos fragmentos opostos e complementares entre

si, como observado na figura 14.

De acordo com as figuras 13 e 15, referentes as massas moleculares
encontradas no MALDI, foi possivel observar massas néo idénticas aquelas
esperadas, de 1597Da para o Synoeca-MP-DP e 2064 para o Mastoparano-MO-
DP. A diferenca nas massas é devido ao acréscimo na sequéncia original de
cada um dos peptideos do residuo de acido aspartico (D) oriundo do sitio de
clivagem e da metionina (M) inserida no desenho do vetor como cédon inicial
para a leitura da sequéncia dos peptideos. A soma da massa/carga da sequéncia
original de cada peptideo, mais esses dois fragmentos corresponde a

massa/carga obtida nos respectivos espectros.

Tabela 2: Comparacgéo das sequéncias dos peptideos e das massas moleculares originais e
obtidas apds a clivagem acida

Sequéncia original Sequéncia obtida no MALDI MS/MS
Massa molecular (Da) Massa molecular obtida no MALDI (Da)
- *
Syn-DP INWLKLGKKIIASL MINWLKLGKKIASLD
1597 1843
MPDP** FLPIINLKALAALAKKIL MFLPIIINLKALAALAKKILD
2064 2309

* Synoeca-MP-DP-ELP 200
** Mastoparano-MO-DP-ELP 200

ApoOs estas analises no MALDI, as construgdes que passaram pelo

processo de clivagem foram quantificadas para que os ensaios antimicrobianos
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fossem realizados. A tabela 3 apresenta as quantificacOes realizadas pelo kit
Lavapep, o qual quantifica pelo método de fluorescéncia, que permite uma
quantificacdo sensivel de proteinas e peptideos e também faz uso de uma curva

padrao para fins de comparagcdo com as quantificacdes obtidas.

As fracdes quantificadas (tabela 3; tabela 5) ap6s a clivagem acida foram:
0 extrato total pos-clivagem sem purificar, 0os sobrenadantes clivados e
purificados (que correspondem a porcdo que deveria conter apenas 0S
peptideos) e os pellets clivados e purificados (correspondente a por¢cao que néo

deveria conter peptideos, apenas elastina).

Tabela 3: Quantificagdo das fracbes clivadas: extratos totais clivados sem purificar;
sobrenadantes clivados e purificados; e pellets clivados e purificados.

Fracdo analisada Quantificacdo em mg/mL

Synoeca-MP extrato total clivado n&o purificado 0,016
Synoeca-MP sobrenadante clivado purificado 0,19
Pellet clivado e purificado 0,13
Mastoparano-MO extrato total clivado ndo 0,014
purificado

Mastoparano-MO sobrenadante clivado purificado 0,52
Pellet clivado e purificado 0,389

Os valores obtidos nas quantificagbes séo inferiores aos esperados. No
caso do Synoeca-MP, partindo de 14 mg de material clivado, foram obtidos,
aproximadamente, 0,30 mg de proteinas (somando as quantificacbes de
sobrenadante e pellet). Também podemos observar que houve uma pequena
diferenca da quantidade de peptideos presente no sobrenadante e no pellet,
mostrando que a metodologia de clivagem néo esta sendo eficiente. No caso do
Mastoparano-MO, apesar da quantificacdo também ter sido baixa, teve um
rendimento melhor do que o Synoeca-MP, ja que foram obtidos,
aproximadamente, 0,90 mg de peptideos, somando pellet e sobrenadante,

partindo de 10mg de material bruto liofilizado.
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Entretanto um fato que chama a atencao no caso do Mastoparano-MO é
que a quantificacdo dos peptideos clivados e purificados do pellet foi maior do
gue no sobrenadante, mostrando que ou o processo de clivagem néo foi eficiente
(mantendo boa parte dos peptideos ligados a tag de ELP), ou as quantificaces

estao subestimadas.

5.5 Ensaios antimicrobianos

De acordo com as concentracfes obtidas ap6s o processo de clivagem,
para todos os tratamentos foram avaliadas as concentracdes a partir de 128
pug/mL de cada construcéo, seguida de diluicGes seriadas até a concentracdo de
16 pg/mL. Vale lembrar que estas concentragdes foram escolhidas com base em
resultados de experimentos anteriores com o0s peptideos sintéticos Synoeca-MP
e Mastoparano-MO, contra a mesma cepa de K. pneumoniae (dados né&o

publicados).

A cepa Kpc 1410503 foi cedida pelo Laboratério Central do Distrito
Federal (LACEN-DF), precedente de isolado clinico, com caracteristica de
multirresisténcia. Ja foi observada a presenca de cdapsula nesses
microrganismos, 0 que a torna mais virulenta que aquelas que ndo possuem a

mesma estrutura.

Os testes foram realizados em placas de 24 pocos, a temperatura de 37°C
por 24 horas, seguido da contagem de col6nias através de microscépio. Foram
utilizados como controle positivo 10ul do antibiético Amicacina na concentracéo
de 50mg/mL e como controle negativo apenas a cultura celular bacteriana. Todos

os testes foram realizados em triplicata técnica.

Uma vez que as solucdes de peptideos diluidos eram incorporadas em
meio Muiller Hinton com agar ainda liquido, era possivel observar que
imediatamente a elastina reagia a temperatura e se agregava, inclusive nas

solugdes contendo os sobrenadantes clivados e purificados.

A tabela 4 apresenta os valores de MIC obtidos apés 24 horas de ensaio.
A fracdo do sobrenadante do Synoeca-MP-DP clivado a purificado apresentou o
dobro do resultado do mesmo peptideo produzido sinteticamente. A fragdo do

pellet ndo apresentou resultado.



38

N&o houve inibicdo com nenhuma das fracbes do Mastoparano-MO-DP,
0 que difere dos resultados obtidos por Silva (2015). No entanto, vale lembrar
gue os testes realizados por este autor foram contra cepas ATCC, e sabe-se que

a cepa aqui testada (Kpc1410503) é multirresistente.

Tabela 4: Resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos contra a cepa resistente de K.
pneumoniae (Kpc1410503)

Fracéo testada MIC (UM)
Synoeca-MP sintético 40
Sobrenadante do Syn* biossintetizado clivado e purificado 80

Pellet do Syn* biossintetizado clivado e purificado -

Mastoparano-MO sintético -

Sobranadante do MPDP** biossintetizado clivado e purificado -

Pellet do MPDP** biossintetizado clivado e purificado -

*Syn = Synoeca-MP-DP-ELP 200
*MPDP = Mastoparano-MO-DP-ELPo0)

6. Discusséao

A partir da década de 1990, quando foram identificadas as primeiras
cepas de microrganismos resistentes aos antibidticos convencionais, surgiram
também avancos notaveis na tecnologia que permitiram grande progressos na
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. Como exemplos, temos a
manipulacdo de DNA recombinante, que permitiu produzir determinadas
proteinas com alto rendimento; o aprimoramento na determinagéo da estrutura
das moléculas, que permitiu o desenho racional de medicamentos; e unido a
iISS0, 0S avangos computacionais permitiram lidar e analisar uma quantidade
muito maior de dados, possibilitando a criagdo de bibliotecas digitais de facil
acesso (BROWN; WRIGHT, 2016; MACARRON et al., 2011).

O presente trabalho fez uso da técnica de DNA recombinante, usando o
vetor pET25b+ que foi desenhado para a expresséo heterdloga das moléculas
de interesse, ou seja, as sequéncias que codificam os peptideos unidos a uma

repeticdo de 200 vezes do pentdmero que codifica a ELP. A biossintese por
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sistema heterdlogo de PAMs utilizando células bacterianas de E. coli foi utilizada
por uma seérie de vantagens, como o melhor custo-beneficio, por apresentarem
rapido crescimento, grande variedade de vetores para expressdo vendidos
facilmente, possui protocolos bem estabelecidos de manipulacdo do seu DNA,
permite a producdo dessas pequenas proteinas em larga escala e tém-se um
extenso conhecimento genético, bioquimico e fisiolégico do funcionamento
dessas células (SYRENSEN; MORTENSEN, 2005). O vetor pET é o mais
comumente utilizado para a producédo de PAMs e as cepas mais frequentes séo
pLysS Origami, pLysS Roseta, C41 (DE3) e BL21 (DE3) — a qual apresentou
melhor expressdo dos peptideos utilizados neste trabalho (PARACHIN et al.,
2012).

Como indutor do promotor do vetor, o0 mais utilizado é o Isopropyl 3-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG). No entanto, para a mesma finalidade, utilizamos
a lactose, ja que esta apresenta vantagens frente ao IPTG por ndo ser um
produto toxico ao homem e por seu custo ser muito inferior (LIM et al., 2004).

Um dos desafios nos sistemas heterdlogos é a toxicidade que a maioria
dos peptideos antimicrobianos pode causar a célula hospedeira e a instabilidade
destas moléculas devido a suas propriedades quimicas e seu tamanho,
tornando-os alvos das proteases produzidas pelos microrganismos (LI, 2011).
Para contornar este problema uma das opcbes € incluir nos vetores de
expressao de E. coli sequéncias de proteinas de fusdo ou tags. Embora sejam
muito Uteis em varios aspectos, essas tags podem apresentar toxicidade
intrinseca ao hospedeiro, limitar os estudos funcionais, estruturais e da atividade
bioldgica das proteinas recombinantes, ou ainda podem degradar o peptideo
expresso por meio de enzimas proteoliticas e, portanto, devem ser retiradas do
sistema. Para tal, adicionar uma sequéncia de proteases ao vetor € comum, mas
apresenta varias limitagbes como baixa especificidade ao sitio de clivagem,
clivando em diversos sitios e aumentando o custo da produgéo quando realizada
em grande escala (CORRALES-GARCIA et al., 2013; FENG et al., 2014).

Diversas tags — como as ja citadas: proteina de ligacdo a maltose (MBP),
glutationa S-transferase (GST), elastin-like polypeptide (ELP), small ubiquitin like
modifier (SUMQO) e tioredoxina A (TrxA) (DENG et al., 2017) ja foram

desenvolvidos a fim de aumentar a produgdo heteréloga dos PAMs, e ainda
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evitar a toxicidade dos peptideos a célula hospedeira. Em comparacdo com
outras tags, a ELP apresenta vantagens nesse sentido, a julgar por ser dez vezes
maior que 0s peptideos, com isso conseguir protegé-los de degradacdo
proteolitica; ndo € um produto toxico as células, € solluvel e também leva
vantagens no processo de purificacdo, haja vista que nao utiliza de processos
cromatograficos, evitando assim gastos com resinas e equipamentos. O
processo de purificacdo é rapido e permite a obtencdo de boas quantidades de
proteina (HU et al., 2010; MEYER; CHILKOTI, 1999; TRABBIC-CARLSON et al.,
2004).

O resultado da expresséo heteréloga dos peptideos observado nos géis
(figuras 7 e 8) demonstrou bandas com tamanhos aproximados de 100kDa como
esperado, devido ao grande numero de repeticdo de ELP e aos pequenos
tamanhos dos peptideos. Logo, as cepas de E. coli produziram com sucesso as
proteinas recombinantes ligadas a tag ELP. Outras proteinas de baixa massa
molecular foram produzidas utilizando a tag ELP, como moricin CM4 e [-
defensina humana (HBD4), que foram satisfatoriamente expressas unidas a 110
repeticbes de ELP (SHEN et al.,, 2010) e tioredoxin e calmodulin (CalM),
expressos unidos a 90 repeticdes de ELP. No entanto, nenhum dos trabalhos
realizou teste de atividades das moléculas produzidas (MEYER; CHILKOTI,
1999; TRABBIC-CARLSON et al., 2004).

A escolha dos peptideos a serem biossintetizados também foi
providencial, a sequéncia primaria destes PAMs indica que eles ndo necessitam
de modificagBes poOs-traducionais, bem como ndo possuem pontes dissulfeto,
tornando-os bons candidatos a serem sintetizados em sistemas procariotas.
Aliado a estes fatos, os peptideos possuem atividades funcionais diferentes,
tendo o Synoeca-MP demostrado atividade antimicrobiana (FREIRE, 2014) e o
Mastoparano-MO demonstrado atividade imunomodulatéria (SILVA, 2015),

atuacdes que podem ser usadas em conjunto no futuro.

N&o ha relatos na literatura da atividade imunomodulatéria do Synoeca-

MP, mas este teste esta nas perspectivas deste trabalho.

A opcao de produzir proteinas recombinantes unidas a ELP teve como
objetivo primordial as razdes anteriormente citadas. No entanto, esta tag pode

também sequestrar o peptideo quando submetidos a altas temperaturas, devido
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as suas caracteristicas de auto-organizacdo (Pastuszka and MacKay, 2016).
Pensando nisso, foi criada a estratégia de produzir nanoestruturas atuando como
drug delivery, aproveitando estas propriedades. Nanocapsulas, nanofibras,
hidrogéis ou carreadores macromoleculares sdo exemplos de estruturas
formadas com ELP, testadas para os tratamentos de infeccbes e cancer
(MACEWAN; HASSOUNEH; CHILKOTI, 2014; MACHADO et al., 2015;
SAXENA; NANJAN, 2015; SHAH et al., 2012; SMITS et al., 2015).

Entretanto, antes de produzir particulas de drug delivery, é racional que a
tag de ELP seja retirada do complexo, e para que isso aconteca, apos a
purificacdo se faz necessario clivar num ponto especifico para que as moléculas

Seé Separem.

Antes da clivagem foi realizado o processo de purificacdo que consistiu,
basicamente, em lisar as células para que todo o contetdo fosse extravasado e,
a partir dai os ciclos de histerese por temperatura atuariam sequestrando 0s
peptideos de interesse e deixando todo o debri celular e moléculas insoltveis no
meio. Através de centrifugacdo sob a mesma temperatura que a amostra foi
submetida (4°C e 37°C), ha a separacdo das por¢cbes com e sem ELP. Este
processo de histerese é realizado pelo menos duas vezes e observa-se a
diferenca na quantidade de proteinas enddgenas (ou contaminantes) presentes
na amostra através de gel SDS PAGE 10% (MACHADO et al., 2015).

De acordo com as imagens apresentados das purificacbes realizadas
(figuras 9, 10, 11 e 12), pode-se observar que o terceiro ciclo apresentou
amostras adequadamente purificadas e que ndo houve perda de proteinas de
interesse nos outros passos dos ciclos, confirmado pelas amostras do
sobrenadante a 37°C, apdés a centrifugacdo sob a mesma temperatura,
garantindo que as ELPs estavam atuando satisfatoriamente sequestrando os

peptideos e, portanto, ndo foi observado a presenca deles nessas amostras.

Esses resultados sdo semelhantes aqueles apresentados por Hu (2009),
Shen (2010), Yang (2012) e Johnson e Koria (2016), que utilizaram o principio
da histerese para purificar peptideos e apresentaram o resultado através de géis
SDS-PAGE como os apresentados neste trabalho (HU et al., 2010; JOHNSON;
KORIA, 2016; SHEN et al., 2010; YANG et al., 2012). Contudo, estes autores

fizeram uso de solucdo de NaCl para facilitar a precipitacdo de proteinas e em
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seguida utilizaram métodos cromatograficos para a retirada do sal. Como
Carlson (2004), ndo aplicamos essa técnica de precipitacdo com sal para que
nao fosse necessario fazer uso de métodos cromatograficos, mantendo assim a
proposta de uma técnica de purificacdo mais simples e barata. Carlson foi além
e apresentou em seu trabalho a comparacao entre os métodos de purificacdo
apenas por histerese — como o utilizado neste projeto -, e o0 método tradicional
de cromatografia. Concluiu que o método utilizando o principio de agregacao da
ELP foi mais vantajoso que o cromatografico apresentando melhor solubilidade
e aumento da escala de producédo mais facilmente, embora esta tecnologia nédo
se aplique a todas as variedades de proteinas (TRABBIC-CARLSON et al.,
2004).

Apos o processo de purificacdo por histerese, o sobrenadante final a 4°C
foi liofilizado e pesado. Os pesos secos das proteinas recombinantes foram de
84,9mg/L de Synoeca-MP e 88,6mg/L de Synoeca-DP, superiores as
produtividades apresentadas por Luo (2016), de 77,9mg de proteinas unidas
uma tag de His e purificadas por HPLC a partir de 300ml de cultura; e 69mg/L de
do peptideo halocidin 18 unido a nove repeticdes de ELP, obtidas por Hu em
2010 pelo método de quantificacdo de proteina BCA kit (Pierse) (HU et al., 2010;
LUO et al., 2016).

Ja as produtividades dos Mastoparanos, tanto o sem sitio de clivagem
qguanto aquele com o sitio DP, foram inferiores quando comparadas com 0s
autores citados no paragrafo anterior: 11,9mg/L de Mastoparano-MO sem sitio
de clivagem e 32,4mg/L de Mastoparano-MO-DP. A escolha do tamanho da tag
€ de fundamental importancia, uma vez que quanto maior ela for, mais
sobrecarga metabolica trara para a célula hospedeira, que tenta, na maioria das
vezes, neutralizar esse estresse ajustando e adaptando seu metabolismo para
restaurar sua funcionalidade. No entanto, para que estes ajustes acontecam, a
célula desvia significativamente seu crescimento e a producdo de proteinas
recombinantes (ABDELHAMID et al., 2014; CARNEIRO; FERREIRA; ROCHA,
2013).

Logo, quando comparado com as produc¢des acima, que possuem tags de
tamanhos muito inferiores a ELP utilizada neste trabalho, o peptideo

Mastoparano-MO gerou maior estresse e sobrecarga metabdlica para a célula
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hospedeira que as demais, incluindo o Synoeca-MP, que apesar de possuir 200
repeticbes de ELPs possui 14 residuos de aminoacidos em sua sequéncia
enquanto o Mastoparano-MO é formado por 19 residuos. A menor producao
pode ser entendida entdo devido ao tamanho total do sistema, que € maior que

todos os outros comparados.

Para a retirada da tag ap0s as amostras purificadas, foi realizada a
clivagem com &cido férmico, o qual cliva proteinas no residuo de acido aspartico
na ligacao acido asp-prolina, ou DP (CRIMMINS; MISCHE; DENSLOW, 2005).
Entretanto, Costa (2015) observou que este processo € dependente de alta
temperatura (37°C) e ocorre mais eficientemente com o &cido férmico na
concentracdo de 70% (v/v), sendo que a temperaturas mais baixas ou
concentracfes menores de acido, a clivagem néo é eficiente (DA COSTA et al.,
2015). Neste trabalho a clivagem foi realizada nessas mesmas condi¢cdes, a

37°C, com &cido férmico na concentracdo de 70%, pelo periodo de 48 horas.

As analises por espectrometria de massa demonstraram moléculas
integras dos peptideos apds a clivagem acida. Como ja sabemos, os ions
fragmentados fazem leituras complementares em direcbes opostas ha
sequéncia analisada e, portanto, todo residuo de aminoacido presente na leitura
da direita para a esquerda, pode ser encontrado também da esquerda para a
direita. Assim, temos as sequéncias do Synoeca-MP-DP e do Mastoparano-MO-
DP clivadas e perfeitamente intactas nos picos de 1843 e 2310, respectivamente.
Logo, os espectros sao claros que houve a fragmentacao entre peptideo e ELP
pela presenca do residuo de acido aspartico, D, referente ao sitio de clivagem e
também foi possivel observar a presenca da metionina, motivos que levaram ao
aumento da massa molecular da molécula purificada. A titulo de confirmacéo
temos: massa molecular do peptideo + massa do &cido aspartico em ligacao +
massa da metionina (1597+115+131 = 1843 para o Synoeca-MP-DP e
2064+115+131 = 2310 para o Mastoparano-MO-DP), exatamente as massas
obtidas no MALDI.

O processo de clivagem das construgbes Synoeca-MP-DP e
Mastoparano-MO-DP foi realizado como descrito no protocolo e os resultados
guantitativos apontaram que o procedimento néo foi tdo eficaz como desejado,

haja vista que na avaliagcao do extrato total, obtivemos uma baixa concentracéo
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de peptideos e foi possivel observar a presenca de ELPs na fracao purificada. A
dificuldade de interacdo entre o 4cido formico e o sitio DP especifico para esta
ligacdo, provavelmente se da pela interferéncia das ELPs, uma vez que para
cada molécula de peptideo e para cada sitio DP produzido, sao biossintetizadas
200 moléculas de ELP.

Ainda como confirmagéo da presenca e da interferéncia de ELPs mesmo
apos a purificacdo dos peptideos clivados, obtivemos a quantificacdo de
proteinas recombinantes na fragcdo que ndo deveria conter estas moléculas,
como apontado na tabela 3. Como método de quantificacdo, a utilizacdo do kit
de fluorescéncia era a melhor opcao devido a ligacao especifica do reagente
com os residuos da sequéncia de aminoacidos. Para tal, o método utiliza um
fluoréforo que se liga reversivelmente aos residuos de lisina (K), histidina (H) e
arginina (R). Sabendo que temos diversos residuos de lisina na sequéncia de
ambos os peptideos, mas nenhum destes residuos no pentamero de ELP,
julgamos ser um excelente método. No entanto, ndo podemos esquecer que a
proteina recombinante possui muitas moléculas de ELP, logo, a quantificacédo
provavelmente esta sendo afetada e subestimada pela dificuldade de reacao do

fluor6foro com a sequéncia dos peptideos.

No trabalho desenvolvido por Costa (2015), o qual utilizou 0 mesmo
processo para retirar a tag de ELP, os autores nao fizeram a quantificacdo das
proteinas recombinantes produzidas, apenas demonstraram através de um gel
tricina SDS-PAGE uma banda no tamanho esperado do peptideo sem tag (DA
COSTA et al., 2015). O presente trabalho ndo optou por este método por termos
acesso a equipamentos e kits mais precisos, e pela presenca de elastina nas

amostras, o que ndo permitiria a migracdo do peptideo no gel.

Uma vez obtida as quantificacdes de proteinas recombinantes, 0s ensaios
antimicrobianos foram realizados contra a cepa resistente de K. pneumoniae
Kpc1410503. Quando comparado o MIC do peptideo sintético e do Synoeca-MP
clivado, observamos que o peptideo expresso heterologamente precisou do
dobro de concentracao para conseguir inibir o crescimento microbiano enquanto
0 Synoeca-MP sem sitio de clivagem, ou seja, unido as 200 repeticoes de

elastina ndo apresentou inibigdo nenhuma.
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Levando em consideracao que temos para cada 200 repeticdes de ELP
uma molécula do peptideo, podemos inferir que a tag de elastina "revestiu” o
peptideo, impedindo que ele se ligasse corretamente a membrana bacteriana,
diminuindo assim sua funcdo. Podemos inferir ainda que a presenca
desorganizada das moléculas de ELP dificultam a interacdo do peptideo com a
membrana bacteriana, como demonstrado por Simnick e colaboradores em
2010, quando demonstraram que a interacao de peptideo e membrana era muito
maior em estruturas nanoengenheiradas como em micelas, do que em estruturas
nao organizadas como as construcdes testadas neste trabalho (SIMNICK et al.,
2010).

O peptideo Mastoparano-MO, que possui conhecida atividade
imunomodulatéria, apresentou também atividade antibacteriana variando de 2 a
12,5 uM contra microrganismos Gram-positivas como Staphilococcus pyogenes
e de 3,8 a 31 uM contra bactérias Gram-negativas, sendo este maior MIC contra
a K. pneumoniae (kpc971) (SILVA, 2015). No entanto, este mesmo peptideo
modificado, tanto o sintético quanto aquele produzido em sistema heterélogo,
nao apresentou inibicdo microbiana contra a cepa Kpcl1410503, testada neste
trabalho. Isto se deve pelas diferencas génicas e fenotipicas das diferentes
cepas, haja vista que a cepa Kpc1410503 apresenta capsula polissacaridica e é
multirresistente aos farmacos utilizados para o tratamento de infeccdes

causadas por estes organismos.
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Tabela 5: Todos os processos realizados, as construcdes utilizadas e os resultados obtidos desde a producéo heterdloga de peptideos fusionados a elastin-

like polypeptides

clivagem

Producéo Purificacao Clivagem acida Quantificacéo MIC* (uUM)
heteréloga (mg/mL) (mg/mL)
Synoeca-MP sintético - - - - 40
Synoeca-MP-DP-ELP 200 Ok 354,4 Ok 0016
Sobrenadante pés clivagem 0,19 80
Pellet pds clivagem 0,13
Synoeca-MP-PD-ELP 200 Ok - - - -
Synoeca-MP sem sitio de Ok 339,6 - - -
clivagem
Mastoparano-MO sintético - - - - -
Mastoparano-MO-DP-ELP 200 Ok 129,6 Ok 0,014 -
Sobrenadante pos clivagem 0,52
Pellet pés clivagem 0,389
Mastoparano-MO-PD-ELP 200 Ok - - - -
Mastoparano-MO sem sitio de Ok 47,7 - - -

*Os ensaios de concentracgéo inibitéria minima foram realizados somente contra a cepa de K. pneumoniae Kpc1410503

(-) Experimento néo realizado ou ndo obteve resposta
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7 Concluséo

Pode-se concluir que o trabalho realizou a producdo heteréloga dos
peptideos Synoeca-MP e Mastoparano-MO como proposto;

A purificacdo das construcdes com os sitios de clivagem DP e das
construcbes sem o sitio de clivagem foi realizada utilizando a propriedade de
agregacéo das ELPs, tornando o processo de baixo custo;

A clivagem para a retirada da tag de ELP com acido férmico em alta
concentracdo ndo degradou as proteinas, mas também néo foi completamente
satisfatorio, haja vista que foi observada a presenca de elastina na por¢cao
purificada ap6s a clivagem;

A quantificacdo esta provavelmente subestimada pela interferéncia dos
residuos de ELP nas amostras purificadas;

Nos testes antimicrobianos, obtivemos um MIC acima do esperado;

Se faz necessario a otimizacdo do processo de clivagem para a retirada
completa da tag presente no sistema sem que haja alteracdo na sequéncia

codificante dos peptideos.
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8 Perspectivas

Otimizar o processo de clivagem &cida para a completa separac¢éo da tag

de ELP sem que haja degradacéo das moléculas dos peptideos;

Testar se h& sinergismo de atividade entre Synoeca-MP e Mastoparano-
MO;

Avaliar a atividade imunomodulatéria do Synoeca-MP;

Nanoformular os peptideos utilizando a propriedade de self-assembly das

moléculas de ELP.
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