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RESUMO

Os peptideos antimicrobianos sdo importantes moléculas do sistema
imune inato dos organismos. Essas moléculas podem interagir com membranas
lipidicas, levando a formacdo de poros ou a desestabilizacdo da mesma,
resultando no extravazamento e morte celular. Essa caracteristica revela que os
peptideos antimicrobianos apresentam um possivel potencial contra
microrganismos patogénicos. No entanto, adquirir essas moléculas para serem
imediatamente aplicadas na industria farmacéutica de seu habitat natural é
inviavel, ja que as quantidades obtidas sdo muito baixas. Sendo assim, uma
opcdo € a producdo por meio da utilizagdo de sistemas heterélogos de
expressdo. A levedura metilotréfica Pichia pastoris é um dos sistemas de
expressdo heterélogos mais utilizados. Os peptideos anticongelantes (antifreeze
peptide — AFP), sdo uma classe de peptideos antimicrobianos multifuncionais
isolados de animais de regides polares, onde essas moléculas impedem a
formacao de cristais de gelo nos fluidos corporais desses organismos. O sintético
AFP 15 é um peptideo anticongelante retirado do peixe Pleuronectes
americanus. Esse peptideo foi expresso no sistema heterdlogo de producao
Pichia pastoris. Foi realizada uma expressao com inducdo por metanol a 0,5%
por 48 horas e um ensaio antimicrobiano por disco de difusdo contra Escherichia
coli. O ensaio antimicrobiano contra E. coli apresentou resultados positivos, com
a formacédo de halos de inibicdo nos sobrenadantes dos clones 1, 2 e 4. Com o
resultado positivo em E. coli se torna necessario novos testes de expressao, a
fim de melhorar a producéo da proteina recombinante.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos, peptideos anticongelantes (AFP),
AFP 1.5, Pichia pastoris, producéo heterdloga.



ABSTRACT

Antimicrobial peptides are important molecules of the innate immune
system of the organisms. These molecules may interact with lipid membranes,
leading to pore formation or the destabilization of the membrane, resulting in
leakage and cosnequently cell death. This feature reveals that the antimicrobial
peptides are potential drug candidates for antimicribal diseases. However, in
order to apply those molecules in the pharmaceutical industry it is not feasible to
isolate them from its natural habitat since the relevant amounts are very low.
Thus, one option is its production using heterologous expression systems. The
methylotrophic yeast Pichia pastoris is one of the most utilized heterologous
expression systems. The antifreeze peptides - AFP are a class of multifunctional
antimicrobial peptides isolated from animals polar regions, where these molecules
prevent the formation of ice crystals in the body fluids of these organisms. The
synthetic AFP 1.5 is an antifreeze peptide removed from the fish Pleuronectes
americanus. This peptide was produced in Pichia pastoris. An expression
induction with 0.5% methanol for 48 hours and an antimicrobial disc diffusion
assay against Escherichia coli was performed. The antimicrobial test against E.
coli showed positive results with the formation of inhibition zones in the
supernatants of clones 1, 2 and 4. With a positive result in E. coli, it is necessary
to test new expression, in order to improve production of the recombinant protein.
Keywords: Antimicrobial peptides, antifreeze peptides (AFP) AFP 1.5, Pichia

pastoris, heterologous production.



ABREVIATURAS

Hg - Microgramas

pL — Microlitro

MM - Micromolar

°C — Graus Celsius

aa — Aminoacido

AFP — Antifreeze peptide (peptideo anticongelante)
AOX — Alcool oxidase

CLSI - Manual Clinical and Laboratory Standards Institute - Anvisa
DNA — Acido desoxirribonucléico

ELP — Elastin-like peptides

g/L — Gramas por litro

M — Molar

mg — Miligrama

min — Minuto

ml - Mililitro

PAMs — Peptideos antimicrobianos

pb — Pares de bases

pH — Potencial hidrogénio ibnico

rpm — Rotagdes por minuto

TBE — Tris borato EDTA
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1. INTRODUCAO



Os peptideos antimicrobianos sdo moléculas candidatas para o
desenvolvimento de agentes de defesa tanto com aplicacdes farmacéuticas,
quanto para o desenvolvimento de novas classes de defensivos para a
agroindustria. Os AFPs (antifreeze peptide) ou peptideos anticongelantes sao
encontrados em peixes das regides polares do planeta. Esses peptideos evitam o
congelamento dos fluidos corporais desses animais. Dentre os AFPs 0s mais
utilizados em estudos sédo os AFPs da familia tipo 1, encontrados no peixe
linguado polar. Recentemente os AFPs tem demonstrado atividade contra
microgasnismos.

Tendo em vista o potencial contra microrganismos que 0s peptideos
apresentam é necessario a obtencdo de maiores quantidades dessas moléculas
para o estudo de suas propriedades biolégicas, quimicas e estruturais e dos seus
mecanismos de acdo. No entanto, as quantidades isoladas a partir dos
organismos que os produzem, como peixes e insetos, por exemplo, sdo muito
baixas, necessitando a retirada de muitos organismos de seu habitat, gerando
problemas ambientais. Sendo assim, existem formas de obter esses peptideos,
uma delas € a partir da producao heter6loga em microrganismos.

A levedura Pichia pastoris tem sido amplamente utilizada para producéo
heter6loga, ja que esse organismo apresenta facil manipulacdo e custo de
producao relativamente baixo, quando comparada a outros sistemas eucariotos.
Esse organismo consegue secretar quantidades da proteina alvo suficientes
para o estudo de suas propriedades quimicas e bioldgicas e em alguns casos
guantidade suficiente para uma producéao industrial.

ApOs a expressdo da proteina alvo é necessario a purificacdo da
mesma, existindo diferentes técnicas para esse fim. No entanto, o custo de
muitos processos de purificacdo sédo elevados, deixando o custo final do
processo invivavel para comercializagdo. A fim de melhorar o processo de
purificacdo e reduzir os custos pode-se utilizar a combinacdo dos processos
inteinas (proteinas internas) e elastin-like peptides- ELPs (sequéncia de
repeticbes de nucleotideos), sendo essa combinacdo uma alternativa nos

processos de purificacao.
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O presente trabalho consiste em realizar a producdo heteréloga do
peptideo antimicrobiano AFP 1.5 em Pichia pastoris.
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2.

OBJETIVOS



Este trabalho visa a producédo do peptideo antimicrobiano AFP 1.5 em
Pichia pastoris.
A fim de que esse objetivo seja alcancado sdo propostos os seguintes
objetivos especificos:
e Construcao do vetor de expressao em P. pastoris;
e Avaliacdo da producdo do peptideo antimicrobiano AFP 1.5 em
P.pastoris,
e Realizacdo de testes de purificacdo e bioensaio para determinacao

da atividade antimicrobiana.

16



17

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA



3.1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Recentemente, muitos microrganismos desenvolveram resisténcia a
antibiéticos comumente utilizados, o que resulta em aumento no numero de
infeccbes bacterianas causando danos a saude e onerando o sistema hospitalar
por prolongar o tempo que o paciente permanece internado (Austin et al., 1999).

Dentre as diferentes formas de um dado organismo defender-se de
patbgenos esta a resposta imune inata (Murphy et al.,, 2006). As reacfes da
resposta imune inata incluem barreiras epiteliais, células fagocitarias (como os
neutréfilos e macréfagos) e células leucocitarias (como os mastoécitos). Muitas
dessas estruturas produzem peptideos que possuem fungdo antimicrobiana
(Brogden, 2005). Nas ultimas décadas, peptideos antimicrobianos tém sido
encontrados em todos os tipos de organismos vivos (Brogden, 2005; Brown e
Hancock, 2006). Os peptideos antimicrobianos (PAMs) séo considerados
componentes essenciais do sistema imune inato, atuando como a primeira linha
de defesa contra patdgenos. Eles tém sido isolados a partir de uma grande
variedade de organismos (tabela 1), exibindo uma variedade de sequéncias de
aminoacidos, propriedades fisico-quimicas e estruturas. A maioria dos PAMs
possuem cadeias curtas, contendo até 30 aminoacidos (Silva et al., 2011).Um
dos mecanismos de acao consiste na permeabilizacdo da membrana celular, por
meio da formacdo de poros ou desestabilizacdo da membrana plasmatica,
resultando no vazamento do citoplasma e consequentemente, causando a morte
celular (Figura 1) (Brogden, 2005; Nascimento, 2014). Além disso, alguns
peptideos atravessam a membrana e induzem a morte celular por ativacdo de um
ou mais alvos intracelulares, como a floculagédo de componentes intracelulares ou

pela inibicdo da sintese de proteinas. (Brogden, 2005; Brown e Hancock, 2006).
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Figura 1 - Mecanismo de acdo dos peptideos antimicrobianos. Formagéo de poro
sobre a membrana plasmatica (a) - modelo barril e (b) poro toroidal ou por
desestabilizagdo da membrana (c) modelo carpete e (d) modelo detergente.
Adaptado de Nascimento 2014.

Tabela 1.

recombinantes.

Peptideos

antimicrobianos

produzidos

em

microrganismos
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Peptideo Expr%sséo Fonte de origem Referéncia
antimicrobiano recombinante
B — defensin 2 E. coli Carrapato Zhong et al.,
Bovino 2006
CM4 E. coli Bicho-da-seda Zhou et al., 2009
Histonin E. coli Sapo Kim et al., 2008
Indolicidin E. coli Boi Morin et al.,
2006
ABP-CM4 P. pastoris Bicho-da-seda Zhang et al.,
2006
Antifungal Protein P. pastoris Aspergillus
giganteus Lopez- Garcia et
al., 2010
Cecropin A P. pastoris Mosca domeéstica Jin et al., 2006
aDefensin (HD5) P. pastoris Homem Wang et al.,
2009
BDefensin-1 S. cerevisiae Homem
Cipokava e

Hostinova, 2005



PAMs normalmente tém ampla atividade contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos. Além disso, PAMs podem também
apresentar atividade contra virus envelopados, exo e endoparasitas (Li et.al.,
2010). Alguns PAMs possuem também acdes que podem resultar na inibicdo da
resposta inflamatoéria e estimular a proliferacdo e o recrutamento de macrofagos,
neutrofilos, eosinodfilos e linfécitos T, ajudando na resposta imune (Hancock e
Sahl, 2006; Nijnik e Hancock, 2009). Todas essas atividades que os peptideos
antimicrobianos apresentam, o0s tornam excelentes candidatos para o
desenvolvimento de novos medicamentos (Mookherjee e Hancock, 2007).

Para avaliar as formas de acédo, estrutura e funcdo dos PAMs e,
principalmente, o potencial farmacéutico que eles podem apresentar € necessario
a obtencdo de uma quantidade adequada de moléculas ativas (Li et al., 2008;
Driedonks et al., 1995). No entanto, os PAMs sao isolados em quantidades
limitadas a partir do seu organismo de origem. Atualmente existem dois métodos
para obtencdo de maiores quantidades dessas moléculas: sintese quimica e a
sintese por producdo heterdloga. Cada um desses métodos apresentam
vantagens e desvantagens e sua respectiva escolha deve levar em consideracéo
a quantidade e a natureza requerida do peptideo (Lloyd-Williams et al., 1997,
Machado et al., 2004). A sintese quimica tem sido tradicionalmente utilizada para
sintetizar moléculas curtas e simples, ou seja, que apresentam até 20
aminoéacidos e tem permitido a producéo de peptideos naturais e sintéticos (Zhou
et al., 2009). No entanto, esta estratégia € praticamente inviavel economicamente
para a sintese de moléculas contendo mais de 20 residuos de aminoéacidos
(Parachin et al., 2012; Tay et.al.,, 2011). Em vista do limite do método descrito
acima, um método promissor é através da producdo heterdloga, utilizando
sistemas de expressdo, por se obter uma maior concentracdo do peptideo,
facilitando assim sua utilizagéo e testes em larga escala (Silva et al., 2011). No
entando, a escolha do sistema de expressdo tem que ser bem estudada, ja que
alguns sistemas apresentam baixo rendimento, possuem um namero limitado de

vetores, realizam hiperglicosilacdo e podem secretar proteases, demonstrando
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que existem desvantagens na ma utilizacdo desse método (Mulder et al., 2013;
Parachin et al., 2012).

3.1.1 Peptideos antimicrobianos de peixes

O baixo indice de infeccdo bacteriana observado em peixes, estimulou
estudos relacionados ao seus sistema de defesa inato. Os PAMs isolados de
peixe, tanto de rios e lagos como de ambientes marinhos, vem recebendo uma
atencdo especial nas ultimas décadas, principalmente por essas moléculas
apresentarem atividade antimicrobiana (Ravichandran et al., 2010). Os PAMs
isolados e identificados desses animais sdo principalmente de células da
epiderme, secrecdes da pele, guelras e intestino de peixes 06sseos. Alguns
desses peptideos antimicrobianos tém homologia com sequéncias de outras
proteinas, entretanto com outra fungéo, o que sugere uma derivacdo de produtos
de clivagem de proteinas maiores, tais como histonas e proteinas ribossomais
reforcando ainda mais a idéia de multifuncionalidade (Robinette et al., 1998;
Birkemo et al., 2003; Fernandes et al., 2004).

Atualmente, cerca de 10% de peptideos antimicrobianos presentes no
Antimicrobial Database (APD) foram isolados de peixes. (Wang, Li e Wang, 2009)
Quase todos os peptideos que ja foram isolados e caracterizados demonstraram
atividade antibacteriana diante de varias linhagens de bactérias Gram-negativas
e Gram-Positivas (Lin et al., 2009). Por exemplo, o peptideo Chrysophsin-1,
isolado a partir das branquias de peixes, demonstrou ter atividade antimicrobiana
contra a bactéria Escherichia coli (lvanov et al.,, 2012). Outro peptideo, a
epinecidina-1 demonstra o rompimento da membrana de bactérias Gram-
negativas (Linet al.,, 2009). J4 o peptideo H2B, apresenta funcbes
antibacteriana e antifingica contra Aeromonas hydrophilia, bactérias Gram-
negativa e Saprolegnia spp (Bergsson et al., 2005 ).

Uma outra classe de peptideos que tem sido estudada, porém com
menor intensidade, sdo os peptideos anticongelantes (antifreeze peptides —
AFPs). Estes sdo encontrados nos tecidos de organismos que vivem em
ambientes congelados, inibindo o crescimento de cristais de gelo em seus

fluidos. A familia de AFPs tipo | tem sido caracterizada a partir do peixe linguado
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polar (Pleuronectes americanus). A estrutura tridimensional deste peptideo
demonstra a semelhanca com outros PAMs, consistindo de uma a-hélice rica em
alanina composta por 11 aminoacidos com trés motivos de repeti¢cdes imperfeitas
(Kuiper et al.,, 2002). Estudos revelam que os AFPs podem interagir com
membranas bioldgicas, através de interacdes eletrostéticas, sendo esta interacao
dependente da composicao lipidica da membrana, desestabilizando-a, levando
ao extravasamento e morte celular (Tomczak et al., 2002; Nascimento, 2014). A
partir da familia dos AFP tipo 1 é possivel o isolamento do peptideo AFP HPLC-6
(Gong et al., 1996).

3.2. PICHIA PASTORIS COMO SISTEMA DE PRODUCAO
HETEROLOGO

Existem diversos sistemas de expressédo que podem ser utilizados para
a producdo de peptideos antimicrobianos, tais como, expressao em células de
bactérias, leveduras, plantas e em células de animais . Esses sistemas permitem
produzir peptideos com diferentes tamanhos e complexidades. A escolha de um
sistema de expressao adequado para super producdo de PAMs deve levar em
consideracdo algumas caracteristicas tais como tamanho, localizagéo
intracelular, secrecéo e padréo de glicosilacdo (Desai et al., 2010).

Dentre os diversos sistemas, Pichia pastoris tem sido utilizada com
frequéncia para a producdo de PAMs (Parachin et al., 2012). Pichia pastoris se
destaca como um bom sistema de expresséo devido ao fato de ser uma levedura
metilotréfica, ou seja, que € capaz de crescer em meio de cultura contendo
metanol como Unica fonte de carbono (Sreekrishna et al., 1997). Ela pode ser
geneticamente modificada para produzir um grande numero de proteinas
heterdlogas. Utilizando esse sistema mais de 400 proteinas ja foram expressas,
apresentando diferentes graus de sucesso (Cereghino et al., 2002).

Dentre as vantagens na utilizacdo desse sistema estdo: facil
manipulagéo, apresenta taxa de crescimento rapido, produz e secreta altos niveis
da proteina desejada e faz modificacbes necessarias no polipeptidio, como
glicosilacéo (Cereghino et al., 2002). Esse sistema € também considerado rapido,

facil e mais econémico em relacdo aos sistemas de expressao derivados de
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eucariotos, como os sistemas baseados em culturas de células de mamiferos
(Gellissen, 2000). Além disso, P. pastoris € considerada ainda uma levedura com
capacidade fermentativa pobre, tendo preferéncia por crescimento respiratorio.
Isto € vantajoso por resultar em cultivos com densidades celulares extremas sem
que os produtos de fermentacdo causem danos de toxidade para as células
(Cereghino et al., 2002).

A caracteristica metilotréfica de P. pastoris se deve a presenca de um
promotor da propria levedura, o AOX que codifica a enzima alcool oxidase (Ahn
et al., 2007). Essa enzima permite a utilizacdo de metanol como Unica fonte de
carbono pela levedura, onde o metanol é catabolizado pela alcool oxidase e este
alcool é convertido a formaldeido e peroxido de hidrogénio. O peréxido de
hidrogénio € convertido em H,O e O, e o formaldeido sera dirigido para outras
vias para geracao de energia ou formacdo de componentes celulares (Cregg, et
al., 2000). Dois genes codificam a duas formas da alcool oxidase, AOX1 e AOX2.
Apesar de serem muito similares quanto suas sequéncias e funcdes, a maior
parte da atividade de é&lcool oxidase na célula € atribuida ao produto do gene
AOX1 (Cregg et al. 1993).

Existem véarias linhagens de P. pastoris fazendo com que seja possivel
escolher um fenétipo adequado para cada aplicacdo (Tabela 2). Cada linhagem
possui mecanismos diferentes para a producao do peptideo. Uma das linhagens

mais utilizadas é a linhagem selvagem X-33 (Daly e Rearn, 2005).

Tabela 2. Linhagens mais utilizadas de P. pastoris. Adaptado de Batista, 2012.

Linhagem Genotipo Fendtipo
X-33 Selvagem Selvagem
GS115 his4 Mut®, His’
SMD1168 His4, pep4 Mut®, His, pep4’

arg4 his4 e
MC100-3 aox?::ARG4 Mut, His
aox2::his4

Existe uma grande disponibilidade de promotores, onde 0s principais
sistemas de expressao de P. pastoris sdo baseados no promotor pAOX1 do

gene AOX1 (Ahn, et al., 2007). A utilizacdo desse promotor em P. pastoris, €
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vantajosa por duas razdes. A primeira, € o forte promotor usado para transcrever
genes heterodlogos, derivado do gene da alcool oxidase (AOX1) de P. pastoris.
Esse promotor € regulado transcricionalmente por metanol, um indutor
relativamente barato. Em células expostas a metanol como Unica fonte de
carbono, o inicio da transcricdo no promotor AOX1 é altamente eficiente e
comparavel aos promotores derivados dos genes altamente expressos da via
glicolitica. A segunda caracteristica € que pAOX1l € um promotor induzivel,
importante para a producdo de PAMs, ja que existem PAMs que possuem
atividade antifingica (Cregg et.al., 2000; Cregg et.al., 2009).

Entretanto, o promotor AOX1 é firmemente regulado e reprimido sob
condi¢cBes de crescimento sem metanol. Uma vez que a maioria das proteinas
heterdlogas séo de alguma forma deletérias para a célula, quando produzidas em
altos niveis, a habilidade de manter a cultura em um estado reprimido é
extremamente desejavel. Para ser ativado, o promotor AOX1 necessita de
metanol e, consequentemente na auséncia desse indutor, ele torna-se inativo.
Além de metanol, o sistema AOX1 necessita da auséncia de glicose para ser
completamente ativado. Por ser controlado pela manipulacdo das fontes de
carbono adicionados ao meio de cultura, o promotor AOX1 permite que o
crescimento e a inducdo de cepas de P. pastoris, que expressam proteinas
heter6logas, sejam facilmente obtidas em todas as escalas, ou seja, desde
estudos basicos em laboratérios como na producdo em grandes fermentadores
(Cereghino e Cregg, 2000). A manipulacdo de P. pastoris envolve técnicas de
genéticas bem desenvolvidas. A selecdo de transformantes pode ser feita através
do uso de plasmideos com marcas auxotroficas e com marcas dominantes
(Cereghino et al., 2001; Cereghino e Cregg, 2000), onde a utilizacdo de
plasmideos contendo marca de selecdo auxotréfica deve conter um alelo do tipo
selvagem, permitindo assim o restabelecimento de determinada via Biosintética

apos transformacéo (Cereghino et al., 2001).

A selecdo de um vetor de expressdo para P. pastoris deve conter as
seguintes caracteristicas: capacidade de propagacdo em E. coli, utilizada na

construcdo do cassete de expressdo, e em P. pastoris, marcas de selecéo
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funcionais, origem de replicagdo bacteriana, um promotor para a expressao da
proteina heteréloga, um terminador eficiente, um sitio maltiplo de clonagem a fim
de inserir o0 gene e um sinal de secrecédo para a proteina heteréloga (Cereghino e
Cregg, 2000).

Dentre os diversos vetores para clonagem em P. pastoris os da série
pPICZ alpha (Invitrogen®) possuem alguns elementos que favorecem a
expressdo heterdloga de proteinas como: sequéncia do promotor AOXI,
induzivel por metanol, sequéncia com multiplos sitios de clonagem a fim da
insercédo do gene de interesse, sinal de secregao do fator alfa de acasalamento
de Saccharomyces cerevisiae, marca de resisténcia a zeocina (Sh ble) com o
comando dos promotores TEF1 (para a expressdao em levedura) e EM7 (para a
expressdo em bactéria), o que permite a obtencdo de multicopias de
transformantes, origem de propagacdo em E. coli; regido terminadora, que
permite um processamento eficiente do mRNA, e regido C-terminal contendo o
epitopo do anticorpo anti-myc e uma regido que codifica uma cauda de
polihistidina, onde esses podem ser utilizados na detec¢cdo ou purificacdo da
proteina recombinante (Daly e Rearn, 2005; INVITROGEN, 2010).

A maioria dos genes expressos tiveram seus produtos secretados para
0 meio extracelular e alguns podem ser expressos em ambiente intracelular
(Lima, 2000). Como exemplos da diversidade de peptideos expressos em P.
pastoris temos a do peptideo recombinante Psdl (Lobo et al., 2007), peptideos
sintéticos para o diagnéstico da febre aftosa (Ribeiro et al. 2011), clonagem e
expressdo de um PAM de Pediococcus spp (Kumar et al., 2011), peptideo

abaecina (Luiz, 2011) , entre outros.

3.3. PURIFICACAO DE PROTEINAS

A separagdo e purificagdo de uma determinada proteina, presente
numa dada amostra, pode ser feita com base em uma ou mais caracteristicas da
sua molécula que as diferenciem dos restantes constituintes da amostra. Assim,
pode-se recorrer a diferentes métodos, como por exemplo pela precipitacdo —
com base em diferencas de solubilidade em funcdo do pH, forca ionica e

constante dieléctrica do solvente (Boyer, 1986; Walker, 1984).
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Os pepiideos antimicrobianos usualmente sdo expressos com proteinas
carreadoras, por geralmente serem toxicos ao sistema heterdlogo em que sdo
expressos (Li, 2011). Apds a expressao, as proteinas carreadoras podem ser
removidas de forma enzimética ou quimica (Parachin et al., 2012), no entanto
esse processo costuma ser caro, principalmente quando existem muitos passos
de purificacdo, ou o uso de reagentes de alto custo, enzimas ou resinas de
afinidade (Banki e wood, 2005).

Uma alternativa a esses processos de purificacdo € o uso combinado
de duas tecnologias: a adicdo de um dominio de polipeptideos semelhantes a
elastina (elastin-like peptides - ELPs) e a separacdo do peptideo por uma inteina
(Sousa, 2014).

O sistema ELP consite em inserir uma série de repeticbes de
nucleotideos (de 20 a 330 repeticbes) ao gene que codifica a proteina de
interesse (Hassouneh et al., 2010). ApGs a expressao, essa série de repeticoes
se agregam através da mudanca de temperatura e sdo separadas no meio de
cultura por centrifugacao ou filtragem, deixando em solugédo apenas a proteina de
interesse (Figura 2) (Sousa, 2014; Fong et al., 2009).

.

T < sz?————>-T g

Figura 2 - Esquema de agregacao de ELPs por diferenca de temperatura. Adaptado
de Hassouneh et al., 2010
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Apesar de ser uma alternativa, o uso de ELP apresenta fatores
limitantes durante a recuperacao da proteina nativa, demonstrando, por exemplo,
clivagem indesejada da proteina e remocgao incompleta ou lenta do ELP. (Wu et
al., 2006)

Inteinas sdo sequéncias internas de proteinas que jutamente a proteina
alvo, sdo transcritas e traduzidas. Apos a traducdo, ocorre 0 processo de
splincing da inteina, ou seja, a inteina é capaz de auto-excisar da proteina alvo e
catalisa uma ligacao peptidica entre os elementos externos (exteinas). (Figura 3)
(Elleuche et al., 2010; Cooper e Stevens, 1995).

Exteina Inteina Exteina

DNA:

i Transcricdo
RNA: & 3

¢ Traducgido

inteina

Proteina precursora

Proteina: Exteina Exteina

i Splicing da proteina

Proteina:
+

Proteina Proteina excisada

Figura 3 - Esquema de splicing de proteinas. A sequéncia € transcrita e depois
traduzida na forma de uma proteina precursora. Depois ocorre o splincing da
proteina, onde a inteina € excisada e as exteinas unidas. Adaptado de Elleuche,
2010 (Elleuche et al., 2010).

A fim de resolver problemas com a utilizacdo de ELP ligados a proteina
alvo, pode-se utilizar inteinas entre a proteina e o ELP, pois essa técnica permite
gue apos a expressao, o ELP seja separado da proteina de

interesse por mudancga de pH ou temperatura (Sousa, 2014; Wu et al., 2006).
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O peptideo antimicrobiano usado nesse trabalho € um derivado sintético
do AFP HPLC-6, modifcado para a utilizacdo, dentre elas a diminuicdo no
namero de aminoacidos de 38 aa para 28 aa e mudancas que visem favorer a
formagdo de uma estrutura secundaria na forma de hélice, para permitir uma
melhor agregacao do peptideo a camada lipidica. Além disso, ligado ao peptideo
existe um sistema ELP junto a uma inteina, onde a inteina apresenta uma
modificacdo na regido C-terminal, a fim de que, apos a purificacéo fique ligada ao

ELP restando apenas a proteina madura (Sousa, 2014).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
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4.1. ESTRATEGIA DE TRABALHO

As principais etapas a serem realizadas nesse trabalho estdo
exemplificadas na figura 3.

A estratégia se pautou na inser¢ao do gene de interesse no vetor pBSK
e depois no vetor pPICzaB. Inicialmente o gene foi levado a uma reacédo de
polimerase em cadeia, a fim de realizar a troca do sitio de restricdo e
amplificacdo do gene. Os primers utilizados foram desenhados contendo as
enzimas Pstl e Xbal para a ligacdo no vetor pPICzaB. Logo apds, a clonagem no
vetor desejado realizou-se a transformacéao e expressao em P. pastoris.

Para a purificacdo do peptideo a estratégia utilizada foi a insercao da
inteina (GyrA) modificada na regido C-terminal ligada a um ELP (elastin-like
polypeptides), onde a inteina mantém-se unida ao ELP clivando apenas na
regido ligada ao peptideo. No final dos ciclos de purificagdo o ELP e a inteina séo
precipitados e o peptideo fica em solugdo. A purificacdo do gene contendo GyrA
€ realizada numa temperatura de 16 °C.

Ap6s a purificagdo, realiza-se testes de atividade antimicrobiana do

peptideo, para saber sua atividade contra microrganismos.
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Plasmideo

Cassete do gene

BamH| + Start + ELP100 + (Sl + Sacll + SSAte + SN, + Azt

Troca do sitio de restrigdo

Clonagem em pPICzaB

Expressao em P. pastoris X33

k

Purificacdo do peptideo

Bioensaios

Figura 4 - Principais etapas realizadas durante este trabalho.

4.2. MATERIAL
4.2.1. Meios de cultura
Os meios e solucbes foram preparados com agua destilada e esterilizados em

autoclave por 20 min a 120°C. Quando necessario foram adicionado o antibiético

zeocina (100 pg/ml.). As solugbes foram empregadas de acordo com a

metodologia.

- Meio Luria—Bertani (Meio LB)

Peptona 10 g/L
Extrato de levedura 59g/L
NaCl 5g/L

- Meio Luria-Bertani agar

Peptona 10 g/L
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Extrato de levedura
NaCl

Agar

- Meio YPD
Peptona

Extrato de levedura
Glicose

- Meio YPD &gar
Peptona

Extrato de levedura
Glicose

Agar

- Meio YPGly
Extrato de levedura
Peptona de caseina
Glicerol

- Meio SOB
Peptona

Extrato de levedura
NaCl

- Meio SOC

Meio SOB

Glicose (20%)
MgClI (1M)

- Solucgéo salina (0,9%)

NacCl

- TBE (5x)
Tris base
Acido borico
EDTA (0,5 M)
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5g/L
5g/L
15¢g/L

20g/L
10g/L
20g/L

20g/L
10g/L
20g/L
15g/L

1 % (p/v)
2 % (p/v)
1 % (v/v)

20g/L
5g/L
0,5g/L

100 mL
1,8mL
1,0mL

9g/L

54 g/L

27,5 g/L
20 mL



4.2.2. Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados para a clonagem e expressao do peptideo

AFP 1.5 estdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 3. Microrganismos, linhagem, gendétipo e fabricante utilizados para
clonagem e expresséao.

Microrganismo  Linhagem Genotipo Fabricante
Escherichia coli XL1-Blue recAlendAlgyrA96thi- Invitrogen™
1hsdR17supE44

relA1lacl[F’'proAB

Pichia pastoris Linhagem X33 gendtipo Wild-type Invitrogen™

4.2.3. Enzimas

As enzimas de restricdo utilizadas nesse trabalho estdo demonstradas
na tabela 4. As enzimas Pstl e Xbal foram utilizadas para a digestdo do
plasmideo e da sequéncia gerada a partir da reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) para realizagéo de uma ligacdo. A enzima Sacl foi utilizada na linearizacao
do plasmideo recombinante.

Além das enzimas de restricdo, outras duas enzimas foram utilizadas
(tabela 5), a enzima T4 ligase, utilizada para promover a ligacdo entre o0s
nucleotideos de duas moéleculas de DNA e a Rnase utilizada para inativar as
moléculas de RNA, ficando apenas as moleculas de DNA na amostra e a taq
polimerase, utilizada para a amplificacdo de fragmentos de DNA na reacdo da

polimerase em cadeia (PCR).

Tabela 4. Enzima e sitio de clivagem

Enzima Sitio de clivagem (5° = 3’) Concentracao
Pstl CTGCA|G 1 u/puL
Xbal T|CTAGA 1 u/puL
Sacl GAGCT|C 1 u/uL
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Tabela 5. Enzimas e fabricante

Enzimas Fabricante Concentracao
T4 ligase Life technologies 5 u/puL

Rnase Life technologies 10 pg/pL

Taq polimerase  PHt neutra 5 u/ pL

4.2.4. Vetores

A Tabela abaixo mostra as caracteristicas do vetor utilizado:

Tabela 6. Vetor, marca de selecdo, caracteristicas e fabricante

Vetor Marca de Caracteristicas Fabricante
selecao
pPICZaB Ble Tamanho:3.6 Kb Invitrogen™

Possui fator-a como sinal de

secrecdo, promotor e regido

terminadora do gene AOX1

de P. pastoris e 0 gene Sh

ble de resisténcia a zeocina

como marca de selecdo para

bactérias e leveduras.

4.3. METODOS

4.3.1. Construcéo para o peptideo antimicrobiano AFP 1.5

A construcdo do peptideo antimicrobiano AFP 1.5 foi feita por Daniel

Amaro, doutorando da Universidade de Brasilia, por meio do programa Clone

manager da empresa em bioinformatica Sci-Ed.

O cassete de expressao continha em sua sequéncia, a partir da porgcao

5’, um sitio de BamHlI, seguido de uma sequéncia ininiciadora, um ELP de 100
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repeticbes do pentapeptideo VPGXG, uma sequéncia ligante, um sitio de Sacll,
seguido da inteina Mxe GyrA, modificada para possibilitar a clivagem do C-
terminal mantendo o N-terminal intacto, seguida do peptideo AFP 1.5 e do sitio

Aatll, conforme ilustrado na figura 5.

BamHI + Start + ELP100 + [Flangy + Sacll + EYPENREH - FERIEEE - Aatl

Figura 5 - Cassete de expressao com a GyrA inteina, contendo o peptideo AFP 1.5

4.3.2. Mudancga do sitio de restricdo por reacdo da polimerase em
cadeia (PCR)

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) foi utilizada com o objetivo da
mudanca no sitio de restricdo da construcdo original nas por¢des iniciadoras e
terminadoras.

Os oligonucleotideos foram construidos contendo na porgéo iniciadora o
sitio para a enzima Pstl e na porcao terminadora o sitio para a enzima Xbal
(tabela 7). Anteriormente havia na sequéncia original as enzimas BamHI (porcao
5’) e Aatll (porgéo 3’).

Os sitios para as enzimas de restricdo foram trocadas para permitir a
ligacdo da sequéncia ao plasmideo pPICzaB.

Os reagentes e volumes utilizados para a reacdo de PCR estdo
descritos na tabela 8, com volume final de 20pl.

As condicdes da reacao de polimerase estao descritas na tabela 9.

O cassete de expressdo contendo os novos sitios de restricdo esta

representado na figura 6.

Tabela 7. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a troca do sitio de
restricao

Oligonucletideo Sequéncia

Primer F 5 GAC CCG GGG ATACTG CAGATGGTTCCT &

5 ATA TCT AGA TCA AAG TTT AGC AGC AGC AGC
AGC AGC 3’

Primer R
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Tabela 8. Reagentes e volume utilizados para a reacdo de polimerase em cadeia.

Reagente Volume (uL) Concentragao final
Tampao 10x 2,0 1x

dNTP 2,5 mM 1,6 0,2 mM
Oligonucleotideo iniciador 10 uM 2,0 1,0 uM
Oligonucleotideo terminador 10 uM 2,0 1,0 uM

DNA 1,0 -

Tag DNA Polimerase (5 U/uL) 0,25 05U

Agua Mili-Q autoclavada 11,15 -

Tabela 9. Condic¢des utilizadas para areacdo de polimerase em cadeia

. . N° de
Tipo de ciclo Temperatura Tempo .
ciclos
Ciclo 1 — desnaturacao 95°C 4 min 1x
Ciclo 2 — desnaturacao 95°C 1:30 min. 25X
Ciclo 2 — anelamento 61 °C 1 min 25X
Ciclo 2 — polimerizacao 72°C 3 min 25X
Ciclo 3 - extensadao e )
72°C 10 min 1x

polimerizagéao final
Ciclo 4 —términodaPCR 10°C 00 -

Pstl + Start + ELP100 + + Sacll + GyfAntEn + PEPHGE + Xbal

Figura 6 - Cassete de expressdo com a GyrA inteina, contendo o peptideo AFP
1.5 e 0s novos sitios de restri¢céo.

4.3.3. Purificacdo de PCR (E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit)

A quantidade que foi retirada da maquina de PCR deve ser multiplicada
por 5, e esse valor deve ser colocado de CP buffer junto ao DNA (ex. 40 yL de
DNA X 5 = 200 pL de CP buffer). Vortexar o conteudo 10 vezes. Centrifugar por 1
min a 13,4 mil rpm. Apo6s centrifugar, colocar o sobrenadante na coluna. Lavar
com 700 pL de tampéo de lavagem de DNA com etanol e centrifugar por 1 min a

13,4 mil rpm. Descartar o escoamento. Lavar a coluna com 500 uL de tampéo de
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lavagem de DNA com etanol e centrifugar por 1 min a 13,4 mil rpm. Descartar o
escoamento. Centrifugar novamente por 1 min a 13,4 mil rpm, para retirar o
restante de reagente. Transferir a coluna para um tubo de microcentrifuga.
Adicionar 50 yL de tampéo de eluicdo no centro da coluna e aguardar 2 min.
Centrifugar por 1 min a 13,4 mil rpm e armazenar o DNA eluido.

4.3.4. Analise em gel de agarose

A amostra de DNA foi submetida a eletroforese em gel contendo 0,3g
de agarose dissolvido em tampdo TBE 1X (Tris 89 mM, &cido bédrico 89
mM,EDTA 50mM). A mistura foi aquecida em forno microondas até a completa
solubilizacdo da agarose, sendo entdo nela acrescentado brometo de etidio

(4uL). Foi adicionada a amostra de DNA.
4.3.5. Purificacdo de inserto em gel de agarose

A extracdo da banda do gel de agarose que continha o inserto foi
realizada seguindo as instru¢des do Ultra Clean GelSpin DNA purification Kit (Mo
Bio). Primeiramente, utilizando um bisturi, a banda foi cortada do gel de agarose,
transferida para um tubo de microcrocentrifuga com 200 ul de tampdo de
captura, e levada ao banho-maria para completa dissolucao (aproximadamente
15 min). Posteriormente, o conteudo do tubo de microcentrifuga, foi transferido
para uma coluna contendo um tubo coletor e centrifugada por 1 min a 13,4 mil
rpm. O conteudo do tubo coletor foi descartado e foi adicionado na coluna, 750 ul
de tampéao de lavagem. A seguir o sistema foi centrifugado nas mesmas
condi¢cdes anteriores e o tubo coletor foi descartado. A coluna foi entdo
transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml e nela foi adicionado 30 pl
de tampéo de eluigdo, deixando este sistema incubado em temperatura ambiente
por 1 min. Apoés foi realizada uma nova centrifugagdo para eluir o DNA e

armazena-lo.
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4.3.6. Construcao do vetor de expressao

Apoés a purificacdo da amostra de DNA a partir do gel de agarose, foi
realizada a digestdo do inserto (cassete de expressao — conforme o da figura 6)
com as enzimas de restricdo Pstl e Xbal, tendo um volume final de 40 pL. A
reacdo esta descrita na tabela 10.

Foi também realizada a digestdo do plasmideo com as mesmas
enzimas e parametros utilizados na digestdo do gene. (Tabela 10). O tempo da

reacao de restricdo foi de 2 horas a 37 °C.

Tabela 10. Reacéo de restricdo do gene contendo AFP 1,5 e do plasmideo PpiczaB.

Reagentes Volume (uL)

Tampéo 10x 4,0
Enzima Pstl 3,0
Enzima Xbal 3,0
DNA 30,0

Ap0s a digestdo de ambos, vetor e inserto, foi realizada uma reagéo de
ligacdo para inserir o cassete contendo o AFP 1.5 no plasmideo pPICzaB. A
reacao foi realizada na proporcao 5:1, sendo a quantidade do inserto (cassete) 5
vezes maior que a do plasmideo, tendo um volume final de 10 pL A reacgdo esté
descrita na tabela 11. A ligacdo foi realizada a uma temperatura de 22 °© C

durante 16 horas.

Tabela 11. Reacédo de ligagdo do gene ao plasmideo.

Reagentes Volume (uL)
Tampdao 10x 1,0
T4 ligase 0,5

Vetor digerido 1,0
Inserto digerido 6,45
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4.3.7. Transformagéo por eletroporagdo em E. coli

Foram colocados 5 pL do sistema de ligacdo em um tubo eppendorf de
1,5 mL contendo 25 pL de células competentes de E. coli para eletroporacdo. A
mistura foi deixada no gelo por 1 minuto e passada para uma cubeta de
eletroporagéo, e depois levado ao eletroporador sob as seguintes condi¢des:
1,8kV, 200Q e 25uF. Apdés o choque, as células foram ressuspendidas em 1 mL
de meio SOC, transferidas para um tubo eppendorf de 1,5 mL e colocadas na
estufa a 37 °C, para recuperacdo das células transformadas, durante 1 hora.

Apos 1 hora, as células foram centrifugadas por 1 min a 13,4 mil rpm,
descartando 700 pl do sobrenadante e em seguida o pellet foi ressuspendido no
sobrenadante restante. As células foram plagueadas em meio LB agar acrescido
do antibidtico zeocina (50 pug/ml). As placas foram incubadas a 37 °C por 16 a 20

horas, para o crescimento das colbnias.
4.3.8. Extracdo de DNA plasmidial

Para a extracdo do DNA plasmidial de bactérias em pequena escala
(mini preparagéo) foi utilizado o PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit, conforme
as instrucées do fabricante (Invitrogen™). As culturas de células de E.coli
transformadas com os plasmideos de interesse foram centrifugadas por 2 min a
13,4 mil rpm, sendo o sobrenadante desprezado no descarte. Foram adicionados
250uL de solucdo de ressuspensdo e vortexado para a suspensao do pellet.
Foram adicionados 250uL de solucdo de lise e misturado delicadamente
invertendo o tubo por 6 vezes, sem vortexar, pois isso resultaria no corte do DNA.
Foram adicionados 350uL de solucdo neutralizante e misturado delicadamente
invertendo o tubo por 6 vezes. Foram centrifugados por 5 min na rotagdo maxima
(13,4 mil rpm). O sobrenadante foi aplicado em colunas. A coluna foi centrifugada
por 1 min até a completa utilizagcdo do sobrenadante. Foi descartado o que ficou
no tudo de coletagem abaixo das colunas. Foi adicionado 500uL de solugéo de
lavagem a coluna e centrifugada por 1 min. Foi descartado o escoamento. Foi
adicionado novamente 500uL de solugéo de lavagem e centrifugada por 1 min,

descartando o escoamento. Foi centrifugado durante 1 min adicional para
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remover algum residuo. A coluna foi colocada em um tubo limpo de
microcentrifuga. Para diluir o DNA foi adicionado 50uL de solucdo de eluicdo no
centro da coluna, aguardando 2 min e em seguida centrifugando por 1 min.

Armazenou-se.
4.3.9. Sequenciamento de DNA

Apos a ligacédo do vetor ao DNA, transformacéao e extracdo plasmidial e
selecéo do clone contendo o cassete de expressao, o DNA foi submetido a um
sequenciamento. O sequenciamento utilizou na porgdo iniciadora o
oligonucleotideo AOX1 5’ e na porgao terminadora o primer R. O sequenciador

utilizado foi o sequenciador automatico ABI 3130x| da Applied Biosystems.
4.3.10. Linearizacdo do plasmideo recombinante

Ap6s a confirmacdo do vetor recombinante por restricdo e
sequenciamento, o mesmo foi linearizado com a enzima Sacl para ser integrado
no genoma de P. pastoris. A reagdo esta descrita na tabela 12. A confirmagéo da
linearizacdo foi realizada através da analise de gel de agarose 1 %. A

linearizacao foi realizada a 37 °C durante 3 horas.

Tabela 12. Reacdo de linearizagc&do do plasmideo recombinante.
Reagentes Volume (uL)

Tampéao 10x 6,0
Sacl 4,0
DNA 50,0
Volume final 60,0

4.3.11. Transformacéo por eletroporacdo em Pichia pastoris

Foram utilizadas para a transformacao de Pichia pastoris a linhagem X-
33. Uma colbnia isolada de X-33 foi inoculada em 5 mL de meio YPD liquido em

um erlenmeyer de 125 mL durante a noite em 30 °C, sob agitacao de 250 rpm
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(pré-inéculo). Foi inoculado 0,1 a 0,5 mL do pré-inéculo em 50 mL de meio YPD
liquido. A cultura foi crescida durante a noite a 28 °C, sob agitacdo de 250 rpm
até se obter uma absorbancia (ODego) de 1,3-1,5. Depois as ceélulas foram
centrifugadas a 1.500 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 50 mL de &gua gelada estéril. As células foram
novamente centrifugadas nos mesmos paramétros anteriores, o sobrenadante
descartado e o pellet ressuspendido em 25 mL de agua estéril gelada. Mais uma
vez as células foram submetidas as mesmas condi¢fes, ou seja, cetrifugadas, o
sobrenante descartado e as células ressuspensas em 25 mL de agua gelada
estéril. Apds esses passos, as células foram centrifugadas novamente nas
mesmas condi¢cdes, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 2
mL de Sorbitol 1M gelado. Apds a suspensdo das células, as mesmas foram
transferidas para um tubo de centrifuga menor, centrifugando novamente a
1.500xg por 5 min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 200 uL de Sorbitol 1M, para a obtengcdo de um volume final
de 1,5 mL de entdo células eletro-competentes. A reacao para a transformacao
continha num tubo de 1,5 mL, 80 yL de células competentes e de 5 a 10 yg de
DNA linearizado ressuspendido em 5 a 10 pL de agua deionizada (Milli-Q). A
solucéo foi transferida para uma cubeta de 0,2 cm, Gene Pulser Curvette (Bio-
Rad) e deixada no gelo por 5 min, sendo entéo eletroporadas no equipamento
Gene Pulser (Bio Rad) sendo as condi¢cbes utilizadas para a eletroporacao:
Capacitancia de 25 puF; resisténcia minima de 400 Q; voltagem de 1500 V.
Imediatamente ap0s a eletroporacao foi adicionado 1 mL de sorbitol 1M gelado a
cubeta. A solucdo foi transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril, incubando
as células transformadas a 30° C por 2 horas. As células foram plagqueadas em
meio YPD sdlido, contendo o antibidtico zeocina (100 pg/mL). As placas foram
levadas para a estufa a 30° C e incubadas cerca de 2 dias. As coldnias obtidas
foram entdo semeadas em uma nova placa de meio YPD solido, contendo

antibiético zeocina (500 pg/mL).
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4.3.12. Extracdo de DNA gen6mico de levedura

Foram selecionados quatro clones e estes foram inoculadosem tubos
de microcentrifuga contendo 1 mL de meio YPD, incubados durante a noite. As
culturas de células foram centrifugadas a 13 mil rpm por 2 min, o sobrenadante
descartado e as células ressuspensas em 100 pL de Tampé&o | (Sorbitol 1M;
EDTA-Na, 0,1M pH 7,5) e adicionado 10 pL de liticase a 20 mg/mL, os tubos
foram incubados por 30 minutos a 37 °C. Ap6s o periodo de incubacéo foi
adicionado 100 pL de Tampéao Il (Tris-HCI 50 mM pH 7,4; EDTA-Na; 20 mM,;
SDS 0,35 M) e os tubos incubados a 65 °C por 5 min. Foram adicionados 80 pL
de acetato de potassio 5 M, o contedado foi misturado por inversdo de 5 a 6
vezes, e incubados a -20 °C por 10 min. Os tubos foram centrifugados a 13 mil
rpm por 15 min, os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo
contendo 250 uL de isopropanol e incubados a temperatura ambiente por 5 min.
Apoés esse periodo os tubos foram centrifugados por 2 min a 13mil rpm, os
sobrenadantes foram descartados e o pellet lavado com 500 pL de etanol a 70%.
ApoOs a lavagem os tubos foram centrifugados a 13 mil rpm, o sobrenadante
descartado e o pellet foi deixado para secar. Apds esse processo o pellet foi

ressuspenso em 100 uL de agua MiliQ.
4.3.13. Confirmacéo da integracdo do vetor ao genoma da levedura

A confirmacédo da integracdo do vetor ao genoma foi realizada através
da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) a partir do DNA génomico extraido
dos clones selecionados.

A reacéo utilizou os oligonucleotideos AOX1 5’ e Primer R, descritos na
tabela 13.

A quantidade de cada reagente esta descrita na tabela 14, tendo um
volume final de 20 pL. As condi¢Oes utilizadas para a reacao da polimerase em

cadeia estdo descritas na tabela 15.
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Tabela 13. Oligonucleotideos utilizados para a confirmagao da integracéo do vetor
ao genoma.

Oligonucletideo Sequéncia

5 AOX1 5-GAC TGG TTC CAATTG ACA AGC -3

5 ATA TCT AGA TCA AAG TTT AGC AGC AGC AGC
AGC AGC 3’

Primer R

Tabela 14. Reagentes e volume utilizados para a reacdo de polimerase em cadeia a
fim de confirmar a integracdo.

Reagente Volume (uL) Concentracéo final
Tampéo 10x 2,0 1x

dNTP 2,5 mM 15 0,18 mM
Oligonucletideo iniciador 10 uM 1,0 0,5 uM
Oligonucleotideo terminador 10

M 1,0 0,5 uM

DNA 1,0 -

Tag DNA Polimerase (5 U/uL) 0,5 10U

Agua Mili-Q autoclavada 13,0 -

Tabela 15. Condi¢des utilizadas para areacéo de polimerase em cadeia.

_ ) N° de
Tipo de ciclo Temperatura Tempo _
ciclos
Ciclo 1 - .
o 95 °C 4 min 1x
desnaturacéo inicial
Ciclo 2 - .
_ 95°C 0:30 min 25x
desnaturacéo final
Ciclo 2 — anelamento 61 °C 0:30 min 25X
Ciclo 2 - _
) L 72°C 2 min 25X
polimerizagao
Ciclo 3 — extenséao e )
72°C 8 min 1x

polimerizacao final
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Ciclo 4 —término da
PCR

10°C 0 -

4.3.14. Inducdo do peptideo AFP 1.5

Os quatro clones, previamente semeados em placa contendo alta
concentracdo de zeocina (500 pg/mL), foram selecionados e juntamente com
uma colénia ndo transformada de X33 foram inoculados em 50 mL de
meioYPGly, em frasco de 500 mL. As culturas foram crescidas em uma
incubadora a 28 °C e agitacdo a 200 rpm durante 24 horas. Apés 24 horas de
crescimento iniciou a inducdo, adicionando metanol as culturas de células em
uma concentracao final de 0,5%. Esse processo teve duracao de 48 horas, onde
a cada 12 horas era adicionado metanol a 0,5%. Além da adi¢cdo de metanol, a
cada 12 horas foi feita a coleta de aliqguotas de 1,5 mL das cinco culturas,
centrifugadas a 13 mil rpm, separando o pellet do sobrenadante e armazenando,
este Ultimo a -80 °C. Esse procedimento foi realizado em 12 horas, 24 horas, 36
horas e 48 horas. Ao final das 48 horas, a cultura restante foi centrifugada a 5000

rpm, separando o pellet do sobrenadante e foram armazenados a -80 °C.

4.3.15. Ensaio antimicrobiano

O ensaio antimicrobiano foi realizado para testar a atividade
antimicrobiana dos sobrenadantes coletados de cada clone durante a inducéo.

No ensaio foi utilizado as bactérias Staphylococcus aureus (Gram-
positiva) e Escherichia coli (Gram-negativa).Utilizou-se teste em disco de difuséo,
assim como recomendado pelo protocolo CLSI M2-A8, padronizado pela Anvisa.
O controle positivo foi cloranfenicol na concentracdo de 5 mg/mL, e para o
controle negativo, foi utilizado o sobrenadante da cultura com a levedura néao
transformada (X33). Os sobrenadantes de 1,5 mL foram concentrados até 700
uL. Nao foi realizado a quantificacdo de proteina recombinante nos
sobrenadantes, apenas quatificou-se a proteina total, obetendo-se 2 mg/ml de
proteina total no sobrenadante de X33 nao transformada e 3 mg/ml de proteina
total nos sobrenadantes das colbnias 1, 2, 4 e 22.
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Colbnias de S. aureus e E. coli foram selecionadas em placas de agar
Mueller — Hinton, ressuspensas em solucédo salina a 0,9% e espalhadas em
outras placas contendo o mesmo meio. Sobre essas placas foram adicionados os
discos de difusdo e sobre os discos aplicadas 10 pL dos sobrenadantes
concentrados. Essas placas foram crescidas entre 12 a 16 horas e ap0s esse

tempo obteve-se os resultados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. MUDANGA DO SiTIO DE RESTRIGAO E LIGAGAO AO VETOR DE
EXPRESSAO

A sequéncia inicial do peptideo AFP 1.5 continha nas porcdes 5’ e 3’ os
sitios de restricdo para as enzimas BamHI e Aatll. Foi realizada a troca dos sitios
de restricdo por PCR, conforme descrito em 4.3.2, inserindo os novos sitios: Pstl
e Xbal. Duas construcdes foram utilizadas no processo de PCR — MTU e Gyra,
onde essas construcdes referem-se ao tipo de inteina presente no cassete do
gene, em diferentes temperaturas de anelamento. Ao final do processo os
produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1%, obtendo um
fragmento de DNA com tamanho entre 650 a 850 pares de bases (figura 7). A
construcdo MTU foi descartada pois ndo houve amplificacdo do gene em
tamanhos esperados para a ligacdo no vetor de expressao.

O tamanho esperado da amplificacdo por PCR das construcfes seria de
aproximadamente 2100 pares de bases. No entanto, as construgcdes apresentam
um ELP que consiste numa repeticdo de varios pares de bases, mostrando que o
primer foward anelou nas porgdes finais do ELP (Stirling, 2003), tornando a
amplificac@o das constru¢cdes menores, conforme mostrado nos pocgos 3,4,5e 6

da figura 7.

t 2 3 & & 6 F 8 9 W a2
bp g ‘ :

5000 -

7880

1000 -
850 -

650 -
500 -
400 -
300 -
200 -

100 -

Figura 7 - Gel de agarose 1% ; Troca do sitio de restricao por PCR. 1- Marcador
ladder; 2a 6 - PCR MTU: 2 -52°C,3-55°C,4-58°C,5-61°C, 6 -64°C; 7 — poco
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vazio; 8 a 12 — PCR GyrA: 8 -52°C,9-55°C, 10-58°C, 11 - 61° C, 12 — 64° C.
Seta vermelha indica o inserto amplificado.

O produto de PCR da construcdo GyrA purificado, obtido apds a troca
do sitio de restricdo, foi ligado ao vetor expressdo pPICzaB, conforme descrito
em 4.3.6. O tamalho final do vetor recombinante é de aproximadamente 4400 pb,
sendo 3600 pb do vetor de expressao e aproximadamente 800 pb do gene obtido
no produto de PCR. O sistema de ligacéo foi aplicado (3uL) em gel de agarose 1

% para a analise e confirmacéo (Figura 8).

bp

-5000
- 3000

-2000
-1650

-1000
-850

-650

-500
-400

-300
-200

-100

Figura 8 - Gel de agarose 1 % - ligacdo do vetor de expresséo ao produto de PCR.
1 - sistema de ligacdo; 2 — poco vazio; 3 — marcador ladder. Seta vermelha indica a
ligacdo do vetor ao gene (4400 pb).

Apés a confirmacdo por gel de agarose, conforme a figura 8 da
construcdo do vetor de expressado, o vetor foi inserido em E.coli através da
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técnica de transformacéo por eletroporacao, a fim de aumentar a quantidade de
DNA. Apos a transformacado foi realizada uma extracdo de DNA plasmidial do
microrganismo E. coli, conforme o item 4.3.8, das quatro colGnias provenientes
da transformacao. Para confirmar a presenca do vetor de expressao nas colonias
transformantes, foi realizada uma PCR do DNA plasmidial com os
oligonucleotideos da tabela 7, seguindo os mesmos passos da reacao da tabela
8 e o cicli de reacado da tabela 9. O produto da PCR foi visualizado em gel de
agorose a 1% (figura 9). Na figura 9 observa-se um produto de PCR do DNA
plasmidial dos quatro clones obtidos, onde o tamanho do gene esté entre 650 pb
e 850 pb.

5000 -
3000-

2000 -
1650 -

1000 -
850 -

650 -

Figura 9 - Gel de agarose 1% - PCR da extracdo plasmidial dos quatro clones
transformantes. 1 — Marcador ladder; 2 — poco vazio; 3 a 6 — PCR da extragéo
plasmidial dos 4 clones de E. coli. A seta vermelha indica os tamanhos dos genes
ao final da PCR.

Apos a obtencdo do DNA plasmidial e a analise no gel de agarose,

notou-se que a colénia niumero 2 (pogco 4) apresentava um tamanho maior e
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parecido ao obtido na troca do sitio de restricdo (figura 7). Esse clone foi
selecionado e a sequéncia do vetor foi confirmada por sequenciamento de DNA,
conforme o método mostrado em 4.3.9. ApdOs a confirmacéo, esse mesmo clone

foi utilizado para o processo de integracdo ao génoma da levedura.

5.2. INTEGRACAO DO VETOR DE EXPRESSAO AO GENOMA DA
LEVEDURA PICHIA PASTORIS

Apbs a construcdo do vetor de expressao e selecdo do clone 2 obtido
por extracdo plasmidial e confirmacao por PCR e sequenciamento, 0 mesmo foi
linearizado, conforme a reacdo em 4.3.10, a fim de ser integrado ao genoma da
levedura P. pastoris. A figura 10 mostra um gel de agorose a 1% contendo o

vetor parcialmente linearizado.

5000 -
3000 -

2000 -
1650 -

1000 -
850 -

650 -

Figura 10 - Gel de agarose 1%; DNA linearizado para integracdo a levedura; 1 —
marcador ladder; 2 — plasmideo pPICzaB; 3 — linearizagdo. Seta vermelha mostra o
vetor parcialmente linearizado.

Apoés confirmar a linearizacdo do vetor, o mesmo foi inserido por

transformacdo na levedura P. pastoris, conforme descrito no intem 4.3.11. Os
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clones obtidos a partir da transformacéo foram selecionados em placa contendo
meio YPD e concentracdo de 500 pg/mL de zeocina, onde na figura 11 estdo

mostradas as colbnias obtidas nessa selecao.

Figura 11 - Placa de meio YPD com zeocina a 500 ug/mL com a selecdo dos clones
de Pichia pastoris. Clones escolhidos: 1, 2, 4, 22.

Dos clones obtidos na selecdo, foram escolhidos quatro desses clones
para realizacdo da extragdo de DNA gendmico dos mesmos. A extracdo foi
realizada conforme item 4.3.12. Os clones escolhidos foram os 1, 2, 4 e 22. Ap6s
a extracdo, o DNA foi submetido a uma PCR com os oligonucleotideos da tabela
13. Para a PCR foi utilizado um controle positivo (DNA plasmidial contendo o
vetor de expressdo), um controle negativo ( DNA total da coldénia X33 né&o
transformada) e o DNA gendmico dos clones 1, 2 , 4 e 22. A reacéo de PCR esta
descrita em 4.3.13. A PCR foi verificada em gel de agarose 1% (dados nao
demostrados). Pela analise o vetor recombinante foi integrado no genoma da
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levedura, pois no produto de PCR foi verificado bandas com tamanhos proximos
a 1150 pares de bases, sendo 800 pb do gene obtido na troca dos sitios de

restricdo e 352 pb do sitio AOX até o sitio Pstl do vetor de expresséao.

5.3. EXPRESSAO GENICA DO PEPTIDEO AFP 1.5 EM PICHIA
PASTORIS

Apos a confirmacéo da integragéo, os quatro clones selecionados e um
controle negativo (X33 n&o transformada) foram submetidos a expressdo em
frasco, conforme intem 4.2.14. Durante 48 horas foram coletadas aliquotas do
sobrenadante dos frascos, nos tempos: 12 horas, 24 horas, 36 horas e 48 horas.

Os sobrenadantes coletados foram utilizados num ensaio de atividade
antimicrobiana, contra S. aureus e E.coli, conforme descrito no item 4.3.15. O
tempo de 36 horas foi descartado para economia de material. Neste ensaio a
proteina utilizada ainda esté fusionada ao sistema ELP e inteina.

Os resultados do ensaio antimicrobiano podem ser observados nas
figuras 12 e 13. Observando a figura 12 percebe-se que 0 ensaio antimicrobiano
contra E. coli foi realizado com sucesso ja que observou-se halo de inibicdo ao
redor do disco contendo cloranfenicol (5mg/mL) — controle positivo. Nesse
mesmo ensaio antimicrobiano de E. coli no tempo de 48 horas, pode-se observar
pequenos halos de inibicdo nos sobrenadantes das colbnias 1, 2 e 4,
demonstrando que o peptideo foi expresso e que existe atividade microbicida.
Observando a figura 13 percebe-se que o ensaio antimicrobiano contra S. aureus
nao obteve sucesso, ja que obteve-se halo de inibicdo apenas ao redor do disco
contendo cloranfenicol (5mg/mL). Comparando os dois resultados, percebe-se
que diferente do ensaio contra E. coli, no ensaio antimicrobiano contra S.
aureus nao foi observado halo de inibicdo do sobrenadante em nenhum dos

diferentes tempos, ndo demonstrando atividade antimicrobiana contra S. aureus.
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Figura 12 - Ensaio antimicrobiano contra E. coli. Figura A: 12 horas, figura B: 36
horas e figura C: 48 horas.
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Figura 13 - Ensaio antimicrobiano contra S. aureus. Figura A: 12 horas, figura B: 36
horas e figura C: 48 horas.

Em trabalho anterior (Sousa, 2014) o peptideo AFP 1.5 apresentou
atividade microbiana contra E. coli e Klebsiella pneumoniae, nas concentracdes
de 3 uM e 25 uM, respectivamente, mas ndo apresentou atividade contra S.
aureus nas concentracfes testadas no trabalho. O trabalho de Sousa (2014)
reforca os resultados apresentados nesse trabalho, revelando que o peptideo
AFP 1.5 apresenta atividade contra E. coli (bactéria Gram-negativa), mas néo

apresenta atividade contra S. aureus (bactéria Gram-positiva).
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O trabalho de Migliolo (2013) testou a atividade antimicrobiano,
antitumoral, antifungica e antiviral de peptideos anticongelantes sintéticos
retirado de Pleuronectes americanus revelando que outros peptideos
anticongelantes também apresentam atividade contra E. coli, mas nenhum dos
peptideos testados apresentaram atividade contra S. aureus.

Além dos peptideos anticongelantes outras classes de peptideos
antimicrobianos apresentaram atividades contra microrganismos. As defensinas
séo uma classe de peptideos encontradas em diversos orgasnismo e apresentam
ampla atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e
virus (Pelegrini e Franco, 2005). Peptideos de origem animal como a magainina e
LL-37 também apresentam multipla acdo contra virus e bactérias, por exemplo
(Zasloff, et al. 1988; Lee et al. 2011). Além disso, peptideos antimicrobianos
isolados de peixes apresentam multiplas atividades. A pardaxina, hepcidina,
epinecidina e piscidina apresentam carcteristicas muito bem descritas na
literatura de atividades contra bactérias, fungos e virus (Park et al.,, 1997;
Douglas et al., 2003; Vad et al., 2010; Chang et al., 2011).

As atividades antimicrobianas dos peptideos anticongelantes
acontecem na interacdo das membranas lipidicas das células, gerando um efeito
carpete na membrana plasmatica do organismo, levando ao extravazamento
celular (Nascimento, 2014). Esses peptideos apresentam alta taxa de
hidrofobicidade, o que torna-os mais efetivos contra bactérias Gram-negativas, ja
que ocorre uma maior estabilizacdo do peptideo na membrana desses
organimos, num sistema de ancoragem (Migliolo, 2013). Essas questdes
reforcam o que foi apresentado nesse trabalho a respeito da atividade
microbicida do peptideo AFP 1.5, onde o0 mesmo apresentou atividade apenas
contra E. coli (bactéria Gram-negativa) e ndo contra S. aureus (bactéria Gram-
positiva), devido a diferenca existente nas membranas desses grupos de
bactérias.

As atividades antimicrobianas do peptideo AFP 1.5 revelam a
importancia do mesmo para um possivel desenvolvimento farmacéutico, sendo
necessario modos de obter maiores quantidades do peptideo. Como néo foi

verificada a quantidade de proteina expressa, sugere-se alteracdes nas
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mudancgas de parametros de expressao, a fim de obter maiores quantidades do
peptideo em P. pastoris. Em estudos apresentados existem diferentes formas de
melhorar a expressao génica em P. pastoris.

No trabalho de Santana (2014), que visou a producdo de quimases de
mastoécitos de camundongo em P. pastoris, observou-se que a mudanca nos
parametros de crescimento e indugcdo melhoram a expressdo das quimases.
Santana alterou a temperatura de crescimento de 30 °C para 20 °C, mostrando
que a 23 °C obte-se um aumento de trés vezes a quantidade de proteina
produzida. Zhang e colaboradores (2006) durante a producdo do peptideo
antimicrobiano ABP-CM4 em P. pastoris, reduziram a temperatura de cultivo de
30 °C para 20 °C, tendo um aumento significativo na producdo do peptideo. Li e
colaboradores (2011) também afirmam que a reducdo da temperatura para 23 °C
melhora a producéo de proteinas em P. pastoris. Diminuir a temperatura durante
a inducao diminui a atividade proteolitica e a lise celular (Jahic et al., 2003).

Além disso, aumentar a quantidade de metanol no meio resulta em uma
melhor inducdo da expressdo de proteinas heterélogas. O padrdo de metanol
utilizado nesse trabalho foi de 0,5%. No entanto trabalhos demonstram que o
aumento de metanol de 0,5% a 1,5% melhora o processo de indugédo e por
consequéncia a expressdo da proteina recombinante (Santana, 2014; Khatri e
Hoffmann, 2006).

Pichia pastoris € uma levedura com preferéncia por crescimento
respiratério, onde os produtos da fermentacdo como etanol e acido acético ndo
se acumulam rapidamente no meio, permitindo a obtencédo de altas densidades
celulares da cultura (Cereghino et al., 2002; Baltz et al., 2010; (Heyland et al.,
2010). Essa caracteristica permite sugerir que € possivel o aumento da
densidade celular. O aumento da densidade celular esta diretamente relacionado
ao aumento da produgcdo da proteina heterdloga, ja que muitas vezes sao
situagOes diretamente proporcionais. Sendo assim, aumentar a densidade celular
durante a fase de crescimento demonstra uma melhoria na produgéo final (Baltz
et al., 2010; Terrazas, 2012)

O tempo de inducdo também é importante na expressdo de algumas

proteinas. No trabalho de Luiz (2011) que visou a producao de abaecina de Apis
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mellifera em Pichia pastoris, mostrou que a proteina heteréloga so foi expressa a
partir do tempo de 72 horas. Aradjo (2008) também apresentou dados em que a
proteina quimosina apresenta melhor expressao nos tempos de inducdo de 72 e
96 horas.

O peptideo AFP 1.5 é um sintético dos peptideos anticongelantes tipo 1
(Sousa, 2014) que demonstra atividade contra microrganismos, mas ainda nao
existem parametros para comparacao da producdo heteréloga desse peptideo
em P. pastoris. Todos esses fatores demonstram a necessidade de novos
estudos sobre a producao heteréloga do peptideo AFP 1.5 em Pichia pastoris, a
fim de ampliar os estudos a respeito de sua tividade microbicida e realizar testes

de novos parémetros de inducéo para melhorar a expressao génica.
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Os dados obtidos no trabalho revelam que o cassete de expressao do
peptideo antimicrobiano AFP 1.5 foi inserido e clonado no vetor pPICzaB.

O vetor de expresséo contendo o gene AFP 1.5 foi inserido na levedura

Pichia pastoris.
Observando 0s ensaios antimicrobianos, nota-se que houve atividade
antimicrobiana dos sobrenadantes retirados da expressdo génica em Pichia
pastoris contra E. coli mas ndo houve contra S. aureus. Outros trabalhos
concluem que esse peptideo apresenta atividade contra E. coli, mas néo
apresenta contra S. aureus. Mesmo com atividade contra E. coli é necessario
novos estudos para obtencdo de maiores quantidades do peptideo através da
expressao e novos testes de atividade microbiana.

Sendo assim, os préoximos passos a serem trabalhados devem explorar
as mudancas nos parametros de crescimento e inducdo da levedura, onde apés
esses ajustes espera-se obter maiores concentracdes do peptideo AFP 1.5, para
outros testes de bioensaio e producéo industrial do mesmo como um possivel
farmaco. Além disso, os testes de purificacdo com a inteina GyrA ligada ao ELP
também devem ser realizados para testar a eficiéncia desse método de
purificacdo para o gene de AFP 1.5.
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8. ANEXOS



8.1. MARCADORES

Marcadores de DNA 1 kb plus Ladder

1 Kb Plus DNA Ladder
bp
=12,000

-2,000
- 1,650

- 1,000
-850

-650
=500
-400
=300
=200

-100

Figura 14 - Marcador ladder. Fonte: lifetechnologies

8.2. VETORES

Vetor de expressao pPICza

EXM) It

Figura 15 - Vetor de expresséo pPICza. Fonte: Invitrogen
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