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RESUMO

Em etapa anterior a este trabalho, uma osmotina foi purificada a partir do latex de Calotropis
procera, denominada CpOsm. Essa proteina exibiu forte atividade contra fungos
fitopatogénicos, apresentando grande potencial biotecnoldgico no desenvolvimento de
antifungicos. No entanto, a aplica¢cdo da tecnologia do DNA recombinante para a produgao
e recuperagdo de rCpOsm ainda ¢ um desafio. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo otimizado de expressdo e purificagdo dessa osmotina. Para isso,
CpOsm foi expressa em células de E. coli BL21(DE3) fusionada a tag de solubilidade
tiorredoxina (Trx). Os corpos de inclusdo contendo Trx-CpOsm foram eficientemente
solubilizados a partir da utilizagdo do reagente brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) na
concentragdo de 1% (m/v). A proteina solubilizada foi purificada em matriz cromatografica
com niquel imobilizado. Foi utilizado um gradiente stepwise da concentracao de imidazol e
a proteina recombinante foi eluida no tampao contendo imidazol 250 mM. O protocolo de
expressdo, solubilizacdo e purificacdo empregado levou a recuperagao de Trx-CpOsm com
rendimento de 17,8 mg/L de cultura. A fracdo proteica purificada foi concentrada em
Vivaspin™ 20 10 kDa MWCO (GE Healthcare) e utilizada para ensaios antifingicos contra
estirpes do género Candida. Testes de difusdo em agar conduzidos com Candida krusei
ATCC 6258, Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 90018, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 13803 e Candida tropicalis ATCC 750
confirmaram a atividade antifungica da proteina, estabelecendo a formacdo de halos de
inibicao com diametros variando de 21 mm a 35 mm. A atividade antimicrobiana do agente
solubilizante da proteina também foi investigada. A partir do teste de microdiluigdo em
caldo, a atividade inibitoria sobre as células promovidas por Trx-CpOsm e CTAB foram
comparadas. Os resultados apontam que Trx-CpOsm e CTAB apresentam importante
atividade antimicdtica, sendo notdvel a acdo inibitéria persistente da proteina mesmo em
concentragdes mais baixas, ao passo que CTAB perde sua eficacia em concentragdes iguais
ou menores que 1,95 pg/mL. A persisténcia residual de CTAB ap6s a solubilizagdo dos
corpos de inclusdo e a recuperagdo da proteina bioativa representa um possivel refor¢o para
a atividade antifiingica ja demonstrada pela proteina. Tais resultados abrem perspectivas
promissoras para o desenvolvimento de formulagdes antimicoticas mais eficazes, destacando

o potencial biotecnologico da osmotina de Calotropis procera.

Palavras-chave: proteina recombinante; corpos de inclusdo; CTAB; Candida.



ABSTRACT

In the preliminary stage of this work, an osmotin was purified from the latex of Calotropis
procera, called CpOsm. This protein exhibits strong activity against phytopathogenic fungi,
presenting great biotechnological potential in the development of antifungals. However, the
application of recombinant DNA technology for the production and recovery of rCpOsm is
still a challenge. Thus, the present work aimed to establish an optimized protocol for the
expression and purification of this osmotin. For this, CpOsm was expressed in E. coli
BL21(DE3) cells fused to the thioredoxin (Trx) fusion tag. The inclusion bodies, containing
Trx-CpOsm, were efficiently solubilized using 1% (w/v) cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB). The solubilized protein was purified on a chromatographic matrix with
immobilized nickel. A stepwise gradient of imidazole concentration was applied, and the
recombinant protein was eluted with a buffer containing 250 mM imidazole. The expression,
solubilization and purification protocol used led to the recovery of Trx-CpOsm with a yield
of 17.8 mg/L of culture. The purified protein fraction was concentrated using Vivaspin™ 20
with a 10 kDa MWCO (GE Healthcare) and employed in antifungal assays against Candida
strains. Agar diffusion tests with Candida Krusei ATCC 6258, Candida albicans ATCC
10231, Candida parapsilosis ATCC 90018, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida
tropicalis ATCC 13803 and Candida tropicalis ATCC 750 revealed the antifungal activity of
the protein, establishing the formation of growth inhibition halos with diameters ranging
from 21 mm to 35 mm. The antimicrobial activity of the protein solubilizing agent was also
investigated. From the broth dilution test, cell growth inhibition activity promoted by Trx-
CpOsm and CTAB were compared. The results indicate that Trx-CpOsm and CTAB have
important antimycotic activity, with the persistent inhibitory action of the protein being
notable even at lower concentrations, while CTAB loses its effectiveness at concentrations
equal to or lower than 1.95 pg/mL. The residual persistence of CTAB after solubilization of
inclusion bodies and recovery of the bioactive protein represents a possible reinforcement of
the antifungal activity already demonstrated by the protein. These results open promising
perspectives for the development of more effective antimycotic formulations, highlighting

the biotechnological potential of this osmotin from Calotropis procera.

Keywords: recombinant protein; inclusion bodies; CTAB; Candida.
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1 INTRODUCAO

1.1 Defesa vegetal

As plantas estdo expostas a diversos tipos de estresses biodticos e abidticos. Para
mitigarem os danos ao seu crescimento e desenvolvimento, esses organismos desenvolveram
mecanismos de defesa contra adversidades diversas, incluindo defesas constitutivas e
induzidas. As defesas constitutivas incluem barreiras pré-formadas, como parede celular,
cuticulas epidérmicas cerosas e casca, que sao capazes de conferir além da protecao contra
invasdo, forca e rigidez a planta. As defesas induziveis, por sua vez, abrangem produtos
quimicos toxicos produzidos pela planta quando em contato com o patégeno (FREEMAN;
BEATTIE, 2008). No caso de contato com fitopatdgenos, a defesa induzida inclui resposta
hipersensitiva (HR), resisténcia sistémica adquirida (SAR), indug¢do de proteinas
relacionadas a patogénese (PR-Proteinas) e compostos sinalizadores, como por exemplo,
acido salicilico e perdxido de hidrogénio (FERNANDES et al., 2009).

Proteinas relacionadas a patogénese abrangem uma série de proteinas com
importante papel na defesa vegetal. Podem ser agrupadas em 17 familias, classificadas com
base na sua massa molecular, localizacao e atividade biologica (ZRIBI; GHORBEL; BRINI,
2021). A grande maioria das proteinas PR compartilha caracteristicas bioquimicas de baixo
peso molecular, solubilidade em 4cido e resisténcia a proteases. Sdo encontradas em quase
todos os 6rgdos da planta incluindo caules, raizes, flores e, sobretudo, folhas. Sdo expressas
constitutivamente nos diferentes 6rgaos e tecidos vegetais, porém a inducao de sua sintese
acontece em resposta a condigdes ambientais adversas ou invasdo por agente patogénico
(FINKINA et al., 2017; JAIN; KHURANA, 2018).

Dentre as familias de PR-proteinas, as proteinas da familia 5 representam grande
importancia para a defesa da planta, sendo expressas principalmente em resposta a infecgdes
por patdgenos e em situacdes de estresse nao bidtico. Sdo reconhecidas como proteinas
semelhantes a taumatina, por apresentarem homologia da sequéncia de aminoacidos com a
taumatina isolada do fruto de Thaumatococcus danielli (VAN DER WEL; LOEVE, 1972).
A familia PR-5 inclui membros com massa molecular no intervalo de 18 a 25 kDa e carater
basico ou acido de acordo com seus pontos isoelétricos. Os membros dessa familia, tais
como osmotinas, zeamatinas € taumatinas, sao reconhecidas principalmente por suas
propriedades antifingicas, antibacterianas e antivirais, representando fundamental
importancia na defesa vegetal contra patogenos (EL-KEREAMY et al.,2011; HAKIM et al.,
2018; ZRIBI; GHORBEL; BRINI, 2021).
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1.2 Osmotinas
1.2.1 Caracteristicas gerais

Osmotinas sdo proteinas vegetais classificadas na familia 5 de proteinas
relacionadas a patogénese (familia PR-5) e tém seu nivel de expressao aumentado pela planta
como reagdo a diferentes tipos de estresse. A primeira osmotina foi descrita por Singh e
colaboradores (1987) em células de Nicotiana tabacum adaptadas a condigdes de salinidade.
Posteriormente, foram relatadas em outras espécies de plantas, tanto em monocotiledoneas
quanto em dicotiledoneas, apresentando diferentes fungdes (LIU; STURROCK;
EKRAMODDOULLAH, 2010).

O gene da osmotina ¢ expresso de forma basal na planta e esta envolvido no
metabolismo basico da célula, ja em condigdes de estresse bidtico e abiodtico, a sua produgao
¢ notavelmente aumentada (WAN et al., 2017). Sua atividade envolve a regulacdo da
resposta da planta por meio de sinalizagdo celular, funcionando como um regulador
transcricional de genes codificadores de enzimas relacionadas ao estresse ou como molécula
sinalizadora por meio de receptores intracelulares (BASHIR et al., 2020). Essas proteinas
estdo envolvidas na resisténcia em situacdes de frio, salinidade, deficiéncia de 4gua e frente
a patdgenos diversos. Sua natureza modular confirma seu carater multifuncional, em que
seus trés dominio funcionais podem cumprir sua propria fungdo independentemente ou de
maneira combinada com seus vizinhos (ABDIN; KIRAN; ALAM, 2011).

Sua estrutura apresenta arquitetura similar a zeamatina e taumatina, compostas
por trés dominios. O dominio I € composto por 11 fitas f que formam o nticleo da proteina,
enquanto os varios /oops do dominio II, dispostos a partir do dominio I, sdo estabilizados
por quatro ligagdes dissulfeto. O dominio III ¢ formado por um pequeno /oop com duas
ligagdes dissulfeto. Uma fenda acida pronunciada ¢ formada pelos dominios I e II, e esta
envolvida na sua atividade contra patdogenos (MIN et al., 2004). A presenca de pontes
dissulfeto entre os residuos de cisteina conservados em sua estrutura contribuem para
caracteristicas importantes das osmotinas, como a alta resisténcia a protedlise e a
desnaturagdo por extremos de temperatura e pH (LIU; STURROCK;
EKRAMODDOULLAH, 2010).

A indugdo de sua expressdo ocorre por NaCl, acido abscisico, etileno,
dessecacio, frio, seca, acido salicilico, ferimentos, estresse bacteriano, viral e fungico (ANIL
KUMAR et al., 2015). Osmotinas se concentram em inclusdes densas nos vacuolos,
enquanto uma pequena quantidade de proteina pode ser encontrada no citoplasma, sem

localizagao preferencial (SINGH et al., 1987). Sua presencga ¢ relatada em diferentes partes


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/nicotiana-tabacum
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da planta, incluindo folhas, tricomas, flores, endosperma, tegumento de semente, embrides
somaticos, casca de fruta, epiderme do caule e da raiz (HAKIM et al., 2018). Em espécies
laticiferas, a presenca de osmotina foi confirmada no latex (DE FREITAS et al., 2011a;

SUBROTO et al., 2001).

1.2.2 Potencial biotecnoldgico

Osmotinas vegetais tem grande potencial de aplicagao biotecnoldgica, sobretudo
nas areas da agricultura e saude humana (Figura 1). Por serem proteinas associadas a defesa
contra estresses bidticos e abidticos, as osmotinas tem papel importante na introducdo de
cultivares tolerantes a adversidades ambientais e resistentes a patdogenos. A expressao de
dessas proteinas de forma transgénica ja foi explorada para culturas de grande importancia
econdmica, dentre elas batata (LIU et al., 1994), morango (HUSAINI; ABDIN, 2008),
algoddo (PARKHI et al., 2009), tomate (GOEL et al., 2010) e soja (SUBRAMANYAM et
al.,2012).

A obtencao de plantas transgénicas que expressam o gene da osmotina tem
levado ao estabelecimento de culturas com maior resisténcia contra condigdes ambientais
adversas, estabelecendo importante papel no contexto da Biotecnologia Verde, visto que
contribui para a manutencdo do rendimento e produtividade de culturas frente a problemas
globais, como falta de agua, solo infértil e variagdes de temperatura. Além de proporcionar
maior tolerancia a estresses ambientais, a presenca de osmotina em plantas transgénicas teve
como consequéncia um maior nivel de resisténcia antifungica contra diferentes espécies
patogénicas (BASHIR et al., 2020; PRIYA et al., 2019).

O gene da osmotina de tabaco (Nicotiana tabacum) tem sido o mais explorado
no estabelecimento de cultivares transgénicas. A expressao dessa osmotina em espécies
vegetais transgénicas foi capaz de proporcionar maior tolerdncia a fatores ambientas
adversos, como seca, salinidade, e frio (GOEL et al.,2010; MANDAL et al., 2018; PATADE
et al., 2018). Quanto a protecdo contra infecgdes flingicas, osmotina de tabaco expressa em
cultivares transgénicas foi capaz de conferir resisténcia contra Aspergillus niger,
Piriformospora, Microsphaera difusa, Septoria glycines, Phakospora pachyrhizi, entre
outros patogenos (CHEN, 2012; HUSAINI; ABDIN, 2008; SUBRAMANYAM et al.,2012).

Na saude humana, osmotinas apresentam importante potencial de aplicacdo
biotecnoldgica por compartilharem similaridade estrutural com a adiponectina, molécula
produzida por adipdcitos, que possui capacidade de reduzir o armazenamento do excesso de

lipidios no figado, além de fornecer prote¢do contra inflamacdo e fibrose (FANTUZZI,
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2013). Ainda que ndo apresente sequéncia primaria homoéloga a adiponectina humana, a
osmotina ¢ capaz de interagir com o receptor de membrana e ativar mecanismos moleculares
semelhantes aos ativados pela ligacao da adiponectina ao seu receptor. Por isso, € apontada
como potencial agente terapéutico antidiabético e anti-obesidade, ou ainda, molécula modelo
para o desenho de agonistas do receptor de adiponectina (AHMAD et al., 2019; MIELE;
COSTANTINI; COLONNA, 2011).

Figura 1 — Potencial biotecnoldgico de osmotinas vegetais.
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Potenciais aplicagdes de osmotinas vegetais na agricultura (Biotecnologia Verde) e na saide humana
(Biotecnologia Vermelha) estdo representadas com fundos verde e vermelho, respectivamente.
Fonte: Autora. Criado com Biorender.com.

1.2.3 Aplicacio antifungica

Considerando a sua atividade contra fungos, osmotinas podem ser exploradas
como uma opg¢ao promissora no desenvolvimento de antifingicos para combater espécies de
preocupacdo nas areas de agricultura e satide humana. Ensaios in vitro comprovam a
atividade dessas proteinas sobre diversos fungos, promovendo inibi¢do do crescimento de
hifas e germinacdo de esporos, além de induzir lise de esporos e reducdo de sua viabilidade

(VIKTOROVA et al., 2012).
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O mecanismo preciso pelo qual as osmotinas atuam em fungos ainda ndo estd
totalmente compreendido. No entanto, sabe-se que o principal alvo das osmotinas nos fungos
¢ a membrana plasmatica, na qual sdo capazes de aumentar a permeabilidade e causar
perturbagdo em seu gradiente de pH, acarretando, eventualmente, a ruptura dessa membrana.
O efeito da osmotina sobre a membrana plasmatica do fungo parece envolver,
primeiramente, a intera¢do dessa proteina com componentes da parede celular do patogeno,
0 que pode definir a sensibilidade do fungo a acdo da osmotina (Figura 2). Essa interagao,
por sua vez, ¢ capaz de ativar a via de transdug¢ao de sinal MAPK (Mitogen-activated protein
kinase), cuja estimulacdo resulta em alteragdes na parede celular que facilitam o acesso da
osmotina & membrana plasmatica, aumentando sua citotoxicidade. A permeabilizagdo da
membrana fliingica resulta das interacdes entre a membrana plasmatica de fungos sensiveis
e supostos dominios formadores de poros nas osmotinas (ABAD et al., 1996; YUN et al.,
1998).

Sob a perspectiva da capacidade antifiungica de osmotinas, ¢ sabido que no
contexto atual de crescente surgimento de resisténcia fingica a agentes antimicoOticos
disponiveis, tem-se intensificado a busca de novas substancias ativas contra patogenos,
sobretudo de origem natural. As plantas sdo fontes de diversas moléculas com atividade
antifingica, que podem ser usadas diretamente ou consideradas como precursoras para o
desenvolvimento de moléculas mais potentes, sendo as osmotinas um exemplo de potencial
antifingico (ARIF et al., 2009; SANTO, 2010). Nessa perspectiva, Falcao e colaboradores
(2016) demonstraram que a osmotina do cacau e seus peptideos derivados sdo bons
candidatos para o desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas visando o controle de
fungos fitopatogénicos, potencial que pode ser explorado para outras osmotinas com

atividade antifungica ja descrita.
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Figura 2 — Mecanismo de a¢do de osmotinas contra fungos.

(1) A célula fingica libera toxinas, que rompem a membrana da planta e induzem a formagédo de
mensageiros secundarios e moléculas sinalizadoras, como acido abscisico, citocininas e outros. (2)
A molécula sinal induz a transcrigdo do gene da osmotina. (3) O mRNA ¢ traduzido na sequéncia
da proteina. (4) A proteina osmotina ¢ transferida para o vactolo (5) A osmotina ¢ armazenada em
vacuolo até que a membrana do vactiolo seja provavelmente rompida ¢ a osmotina ¢ liberada para
o ambiente. Osmotina se liga ao receptor do fungo e causa ruptura da membrana fungica e
apoptose. Fonte: VIKTOROVA et al., 2012.

1.2.4 Expressao heterdloga de osmotinas

Apesar das inumeras aplicacdes e do evidente potencial biotecnoldgico das
osmotinas, a producao eficiente dessas proteinas apresenta desafios consideraveis. A
tecnologia do DNA recombinante tem sido utilizada para proporcionar a obtencdo de
quantidades satisfatorias de macromoléculas uteis, com o intuito de explorar propriedades e
potencialidades dessas substdncias. No entanto, aplicacdo da tecnologia do DNA
recombinante para producao e recuperagao de osmotinas apresenta limitagdes significativas.
Essa restricdo se deve, principalmente, a dificuldade de estabelecimento de um sistema
heter6logo eficiente para a expressdo dessa proteina.

Ainda que existam muitos hospedeiros utilizados para a producao de proteina
recombinante, Escherichia coli tem sido o sistema mais popular, dada a disponibilidade de
ferramentas e métodos de manipulagdo genética bem estabelecidos, sendo o sistema modelo
mais seguro e economicamente viavel na produgdo de moléculas recombinantes. Entretanto,
ao apresentar capacidade limitada de formacdo de pontes dissulfeto, em sistemas de
expressao procaridticos, as osmotinas ndo conseguem atingir sua conformagdo nativa e
tendem a se acumular de forma insolavel em corpos de inclusdo (Cls) (KAUR; KUMAR;

KAUR, 2018; VIKTOROVA et al., 2012).
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Os corpos de inclusdo produzidos em Escherichia coli sio compostos por
moléculas de proteinas desnaturadas densamente compactadas na forma de particulas
(SINGH; PANDA, 2005). A partir dos corpos de inclusdo, podem ser recuperadas pequenas
quantidades de proteina biologicamente ativa (Figura 3), ainda que frequentemente esse
processo seja baseado em etapas de solubilizagdo e redobramento caros e demorados
(GLICK; PASTERNACK; PATTEN, 2009). A ressolubilizagdo das proteinas em corpos de
inclusdo envolve tratamentos agressivos com detergentes, solventes organicos ou agentes
caotropicos, € nos protocolos de solubilizagdo esses reagentes podem ser usados de forma
isolada ou em diferentes combinacdes (BHATWA et al., 2021). Por sua vez, a etapa de
refolding, ou seja, o dobramento da proteina da forma desnaturada para a forma ativa,
geralmente ocorre pela remog¢do gradual do agente solubilizante, passo fundamental na
recuperagdo eficiente das proteinas (YAMAGUCHI; MIYAZAKI, 2014).

Para as osmotinas, a solubiliza¢do de corpos de inclusdo tem sido alcangada
geralmente pela aplicacao de altas concentragdes do agente desnaturante ureia (JAMI et al.,
2007; TZOU et al., 2011; VIKTOROVA et al., 2017). Entretanto, os processos de refolding
sdo ainda dificultados por serem proteinas que apresentam baixa solubilidade em agua
(VIKTOROVA et al., 2012). Portanto, garantir a recuperacdo de osmotinas em sua
conformacdo nativa quando expressa de forma heterologa representa um desafio que deve

ser superado, a fim de explorar o potencial de aplicagao biotecnologica dessas proteinas.

Figura 3 - Processo esquematico da recuperagdo de proteina ativa a partir de corpos de
inclusdo.
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1.3 Calotropis procera

Calotropis procera, conhecida popularmente no Brasil como algodao-de-seda ou
flor de seda, ¢ uma espécie vegetal perene, arbustiva, pertencente a familia Apocynaceae
(Figura 4). E considerada uma espécie invasora em vérios estados brasileiros, sobretudo no
nordeste do pais, conforme dados do Instituto Hoérus (2021). Essa planta produz uma
quantidade significativa de latex, cujo contetido apresenta moléculas importantes para a
defesa vegetal, com expressiva atividade proteolitica e capacidade antioxidante,
confirmando o envolvimento desse fluido na resisténcia a fitopatdgenos (CD et al., 2007).

A partir do latex de C. procera, uma osmotina foi purificada, apresentando duas
isoformas de mesma sequéncia N-terminal e com massas moleculares de 22.340 Da e 22.536
Da e valores de ponto isoelétrico (pI) de 8, 9 e 9,1, respectivamente (DE FREITAS et al.,
2011a). Essa osmotina apresentou atividade antifungica contra Fusarium solani (CI150= 67,0
ug/mL), Neurospora sp. (C150= 57,5 ng/mL) e Colletotrichum gloeosporioides (C150= 57,5
pg/mL). De forma semelhante a outras osmotinas com atividade sobre fungos ja relatadas, o
mecanismo de agdo de CpOsm envolve a permeabilizacdo da membrana celular fungica,
consequéncia da interagdo eletrostatica entre a proteina de cardter basico e os grupos
negativamente carregados dos fosfolipideos da superficie da membrana (DE FREITAS et
al.,2011b).

Sua estrutura tridimensional conta com trés dominios, estabilizados por oito
pontes dissulfeto, conservadas entre membros da familia PR-5, sendo duas delas
responsaveis por conectar os dominios [ e [T e I e III de CpOsm (Figura 5) (RAMOS et al.,
2015). As pontes dissulfeto presentes em sua estrutura, além de conferirem estabilidade
conformacional a CpOsm, garantindo que esteja ativa em diferentes temperaturas e pH, sdo
essenciais para a manuten¢do de sua atividade sobre fungos (DE FREITAS ef al., 2011b).
Considerando a importante atividade antifingica de CpOsm, esta proteina apresenta grande
potencial de aplicacdo biotecnologica, seja no desenvolvimento de antifungicos ou, ainda,
no estabelecimento de plantas transgénicas resistentes a patogenos.

No entanto, a exploracao do potencial de CpOsm tem sido até certo ponto
limitado por ainda nao ter sido possivel alcancar a producao e recuperagao da proteina em
sua forma nativa com alto rendimento. No que tange a aplicacdo da tecnologia do DNA
recombinante para produ¢do de CpOsm, Oliveira (2014) demonstrou que a expressao
heterdloga da proteina em sistema eucarionte Pichia pastoris leva a produgao de quantidades

limitadas de rCpOsm, o que pode ser resultado de sua atividade antifingica contra o proprio
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sistema de expressdo. Por outro lado, a utilizacdo de plataforma procaridtica de expressao
leva a producdo de quantidades relevantes de proteina, no entanto, pelo sistema nao ser capaz
de realizar modificagdes pos-traducionais necessarias para a conformagao nativa da proteina,
ela se acumula no espago citoplasmatico como corpos de inclusdo (Figura 6). Embora seja
possivel a investigacao do potencial dessa proteina usando corpos de inclusdo (TAVARES et
al., 2022), ¢ fundamental produzi-la em sua forma nativa para uma investigagdo completa
de suas funcdes biologicas associadas. Isso ocorre porque moléculas de proteina
parcialmente dobradas e mal dobradas, que se agregam para formar corpos de inclusdo,
podem perder sua atividade, comprometendo a analise precisa de suas fun¢des em alguns
casos (BHATWA et al., 2021)

Para recuperacao da proteina em sua forma nativa, a solubilizagao dos corpos de
inclusdo tornou-se uma alternativa viavel, e que apesar de terem sido alcangados resultados
promissores a partir da solubilizagdo com agente surfactante, a purificagdo da proteina
solubilizada e a possivel interferéncia do agente solubilizante foram entraves encontrados na
investigacdo do potencial biotecnologico de CpOsm (NASCIMENTO, 2016). Logo, o
protocolo de solubilizagdo e purificacdo da proteina requer otimizagdes para permitir a
recuperagdo eficiente de rCpOsm em sua forma nativa, e superar os desafios associados a

sua producdo heterdloga.

Figura 4 - Morfologia de Calotropis procera

(A)Visdo superior da planta com flores; (B) Latex escorrendo do caule ferido. Fonte: Adaptado de

KAUR et al., 2021



23

Figura 5 - Estrutura tridimensional da osmotina de Calotropis procera (CpOsm)

Dominio |

(A)Diagrama da estrutura tridimensional de CpOsm composta por trés dominios (I, II e III), seis alfa-hélices
(rosa), 14 folhas-beta (azul) e oito pontes dissulfeto (laranja). (B) Superficie molecular de CpOsm com
mapeamento dos potenciais eletrostaticos. Potenciais negativos ¢ positivos estdo representados nas cores
vermelha e azul, respectivamente. Fonte: Adaptado de (RAMOS et al., 2015)

Figura 6 — Corpos de inclusdo de rCpOsm expressa em E.coli

Imagens obtidas por meio de Microscopia de For¢ca Atomica. (A) AFM tridimensional dos corpos de inclusdo
obtidos de bactérias transformadas (£.coli) expressando a proteina recombinante (CpOsm). (B) Imagem 2D
de 1,25 x 1,25 um. Fonte: NASCIMENTO, 2016

1.4 Infeccao por Candida spp.

Inimeras espécies de fungos sdo consideradas parte da flora normal humana
encontrada em diferentes locais anatomicos, incluindo pele, pulmao, trato geniturinario, oral
e gastrointestinal, onde desempenham um papel importante na satde. Entretanto, quando o

sistema imunologico esté prejudicado, as espécies fingicas comensais podem se transformar



24

em patdgenos invasivos, translocando-se sistematicamente para desenvolver infec¢des
fungicas invasivas (IFIs), que afetam multiplos 6rgaos e sistemas organicos (ARASTEHFAR
et al., 2020). As infecgdes fingicas invasivas sao um problema emergente em todo o mundo,
sendo organismos do género Candida responsaveis pela maioria dos casos relatados de
infec¢des (ENOCH et al., 2017).

Pertencente ao filo Ascomycota, o género Candida compreende
aproximadamente 200 espécies, entre as quais apenas 30 espécies foram identificadas como
causadoras de doencas em humanos. Como patdgeno oportunista, Candida spp. pode causar
dois tipos principais de infecgdes: infec¢des superficiais (candidiase cutdnea e de mucosa) e
infecgdes sist€émicas invasivas (AHMED et al., 2022). Dentre as espécies de Candida
consideradas patogénicas, cinco delas - C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei - sao responsaveis por 92% dos casos de candidemia, com 62% dos
casos atribuidos a estirpe de C. albicans (GUINEA, 2014). A Tabela 1 mostra as principais
espécies de Candida, isoladas em um estudo conduzido no sul de Brasil.

O tratamento eficaz de infecgdes fungicas invasivas depende de trés classes de
antifingicos sistémicos: azois (fluconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol),
equinocandinas (caspofungina, micafungina, anidulafungina) e polienos (anfotericina B
(AmB) e suas formas lipidicas — complexo de lipidios de AmB e lipossomal-AmB (PAIVA;
PEREIRA, 2023). No entanto, a crescente incidéncia de Candida resistente a esses
medicamentos traz um novo desafio ao tratamento da infec¢do fungica, o que sustenta novas
abordagens para o controle desses fungos (DANESHNIA et al., 2023; FENG et al., 2023).

Sob a perspectiva da necessidade de antifungicos inovadores e potentes a medida
que os fungos desenvolvem resisténcia aos antifungicos atualmente utilizados na medicina,
as plantas oferecem uma fonte enorme de compostos, sobretudo proteinas e peptideos de
carater antifingico, com potencial utilidade no tratamento de infeccoes (DE LUCCA;

CLEVELAND; WEDGE, 2005).

Tabela 1 — Distribui¢do de isolados de Candida de amostras clinicas do Sul do Brasil

Estirpe de Candida Total N/%
C. albicans 56 (59.6)
C. dubliniensis 02 (2.1)
C. glabrata 08 (8.5)
C.guilliermondii 02 (2.1)




C. kefir
C. krusei
C. lipolitica
C. lusitanea
C. parapsilosis
C. tropicalis
Total N/%

Fonte: (BOTELHO et al., 2022)

01 (1.1)
03 (3.1)
01 (1.1)
01 (1.1)
14 (14.9)
06 (6.3)
94 (100)
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estabelecer um protocolo otimizado de expressao e purificacdo de uma osmotina
recombinante de Calotropis procera (rCpOsm) a partir de indugdo de células de Escherichia

coli transformadas com plasmideo pET-32a(+)-CpOsm e comprovar sua atividade biologica.

2.2 Especificos
* Induzir a expressdo de rCpOsm em sistema heterélogo E. coli;
* Promover a solubiliza¢do dos corpos de inclusdo com alto rendimento;
* Purificar a proteina a partir da fracao soluvel;

 Avaliar a atividade antifingica da proteina;
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3 METODOLOGIA
3.1 Expressao da proteina recombinante

Células de Escherichia coli da estirpe BL21(DE3) transformadas com o
plasmideo pET-32a(+)-CpOsm, que contém a sequéncia codificadora da proteina osmotina
de Calotropis procera, foram obtidas do Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. O produto génico consiste na
sequéncia correspondente a CpOsm fusionada a uma tag de solubilidade do tipo tiorredoxina
e uma cauda de histidina (Anexo A).

A partir de cultura estoque em glicerol, células de E. coli BL21(DE3) ja
transformadas com o plasmideo recombinante foram estriadas em meio LB agar, contendo
o0 antibidtico carbenicilina na concentragao final de 150 pg/mL. As placas foram incubadas
a 37 °C por 16 h. Com o auxilio de uma ponteira estéril, uma colonia isolada foi transferida
para meio LB caldo suplementado com mesmo antibidtico na concentracao final ja
estabelecida. As células foram incubadas a 37 °C e 180 rpm por 16 h. Em seguida, uma
aliquota correspondente a 5% do volume final do in6culo foi adicionada ao meio LB caldo
de maior volume suplementado com carbenicilina (150 pg/mL). A cultura foi incubada a 37
°C e 180 rpm até uma D.O.qode 0,6-0,8. Nesse momento, o indutor de expressdo IPTG foi
adicionado para uma concentracdo final de 0,3 mM, e a cultura foi incubada a 30 °C e 150
rpm. Apds um periodo de inducdo de 2 horas, a cultura foi centrifugada a 8.000 x g por 15

min a 4 °C, e o pellet de células foi recuperado para posterior lise celular.

3.2 Lise celular

O pellet de células foi ressuspendido em 1/10 de volume de cultura em tampao
de lise (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 0,15 M, EDTA 2 mM). Em seguida, adicionou-se
1/10 do volume final de solucao de Triton X-100 1% (v/v) e lisozima para concentracao final
de 100 pg/mL. A suspensdo foi incubada a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, foram
adicionadas 50 U de DNase I (VWR AMRESCO Chemicals), além de MgCl, e CaCl, para
concentragoes finais de 8 mM e 10 mM, respectivamente. Apds incubagao a 37 °C por 1
hora, a solugdo foi centrifugada a 8.000 x g por 30 min a 4 °C. As fragdes soluveis e

insoluveis foram separadas para posterior analise por eletroforese SDS-PAGE.
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3.3 Solubilizaciao dos corpos de inclusio
3.3.1 Solubilizacdo a partir do pellet

Os corpos de inclusao foram solubilizados com o agente surfactante brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) em uma concentracao de 1% (m/v). O protocolo seguido foi
adaptado a partir da metodologia descrita por Nascimento (2016). O pellet resultante do
processo de lise celular foi ressuspendido em tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 500
mM, imidazol 5 mM, contendo CTAB 1% (m/v). A solugdo foi entdo incubada a 50 °C por
2 horas. Com o intuito de acompanhar a solubilizagdo dos corpos de inclusdo ao longo do
periodo de 2 horas, aliquotas foram retiradas da suspensdo incubada a cada 30 minutos. Ao
final de 2 h, a por¢do soltivel resultante do processo de solubilizagdo foi centrifugada a 8.000
x g por 30 min a 4 °C. As fracdes soluvel e insoltivel foram analisadas por eletroforese SDS-

PAGE para avaliar qualitativamente a presenca da proteina na fracdo soltivel ou insoluvel.

3.3.2 Solubilizac¢ido a partir do lisado total

Apos lise celular, foi adicionado ao lisado total a solugdo de solubilizagao Tris-
HCI1 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, imidazol 5SmM e CTAB 10% para uma concentragado
final de CTAB 1%. O material foi incubado por 30 min a 50°C. Por fim, as solu¢des foram
centrifugadas a 8.000 x g por 30 min a 25 °C. As fra¢des soliiveis e insoluveis foram

separadas para posterior analise por eletroforese SDS-PAGE.

3.4 Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes na presenca
de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi conduzida de acordo com a metodologia
descrita por Laemmli (1970), adaptada para o uso de géis entre placas de vidro. O gel de
separacdo continha 15% de poliacrilamida, 1% SDS e foi preparado em tampao Tris-HCl
1,0 M pH 8,8, enquanto o gel de empacotamento continha 5% de poliacrilamida, 1% de SDS,
preparado em tampao Tris-HCI 1,0 M pH 6,8. Com o intuito de acompanhar a eficiéncia da
solubilizacdo dos corpos de inclusdo, as amostras insoluveis provenientes do processo
solubilizacdo foram ressuspendidas em tampao de amostra 1 x [TrisHCI 0,0625 M, pH 6,8;
SDS 2% (m/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,001% (m/v)]. As
amostras soluveis, por sua vez, foram adicionadas ao tampao de amostra 4 X. Ambas foram

submetidas a aquecimento a 100 °C por 10 min. Volumes de 5 pL e 24 pL das fragdes
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insoluveis e soluveis, respectivamente, foram aplicados em cada poco. As corridas
eletroforéticas foram realizadas em sistema vertical Dual Gel Caster (Hoefer, Sao Francisco,
Califérnia, EUA) sob voltagem constante de 120 V, usando tampao de corrida Tris-HCI
0,025 M, pH 8,3, glicina 0,192 M e SDS 0,1 % (m/v). As bandas de proteinas foram coradas
com Blue Silver Dye, preparado de acordo com o protocolo estabelecido por Metzger &
Dyballa (2009), e descoradas com agua destilada. Para calcular a massa molecular aparente
da proteina expressa, o marcador PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific) foi utilizado. Foram conduzidas eletroforeses adicionais, de acordo com as
especificagdes ja mencionadas, para acompanhar o processo de purificagdo de rCpOsm,
utilizando, por sua vez, o marcador Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Fisher

Scientific).

3.5 Cromatografia IMAC com niquel imobilizado

A fragdo de rCpOsm solubilizada com CTAB 1% (m/v) foi submetida a dialise
contra tampao de equilibrio Tris-HCl 50 mM pH 8,0, contendo NaCl 500 mM, imidazol
S5mM e CTAB 1% (m/v) e aplicada na matriz Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare Bio-
Sciences, Uppsala, Suécia), previamente equilibrada com o mesmo tampao. O fluxo de
eluicdo foi de 1 mL/min e fragdes de 3 mL foram coletadas. A cromatografia foi
acompanhada a partir das medidas da absorbancia das fragdes a 280 nm no
espectrofotometro Genesys 10 UV Scanning. As proteinas ndo retidas na matriz foram
eluidas com tampao de equilibrio. Em seguida, foram aplicados sequencialmente tampdes
de mesma composi¢do do tampao de equilibrio, porém contendo imidazol nas concentragdes
de 40 mM, 100 mM, 250 mM e 500 mM. Os picos obtidos foram analisados por eletroforese
SDS-PAGE.

3.6 Quantificacdo da proteina e concentracio da amostra por ultrafiltraciao

A determinacdo da concentragdo de proteina foi realizada a partir da aplicacdo
da Lei de Lambert-Beer (A= ¢ c 1), na qual A ¢ a absorbancia a 280 nm, € ¢ o coeficiente de
extingdo molar da proteina, ¢ € a concentracdo da proteina e 1 ¢ o caminho Optico. O
coeficiente de extingdo molar de Trx-CpOsm foi calculado a partir da ferramenta ProtParam
(GASTEIGER et al., 2005) (Anexo B), ao passo que o caminho 6ptico foi considerado igual
a 1 cm. A absorbancia foi obtida através da leitura no espectrofotdmetro Genesys 10 UV

Scanning a 280 nm.
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Apos quantificagdo da proteina, a solugdo proteica foi submetida ao processo de
ultrafiltragdo utilizando coluna de centrifugagdo e ultrafiltragdo Vivaspin™ 20 10 kDa
MWCO (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia) com o intuito de concentrar a
proteina. A solugdo foi submetida aos ciclos de centrifugacdo nas condi¢des de 8.000 x g
por 17 min a 20 °C. O volume de solug¢do foi reduzido até obtencdo de amostra com
concentragdo de proteina de aproximadamente 1 mg/mL, calculada com base na Lei de

Lambert-Beer.

3.7 Avaliacao de atividade antifungica in vitro
3.7.1 Teste de difusido em agar

Para avaliacdo da atividade antifungica de Trx-CpOsm, foram utilizadas as
estirpes Candida krusei ATCC 6258, Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis
ATCC 90018, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 13803 e
Candida tropicalis ATCC 750, totalizando seis cepas. O ensaio para determinacdo da
atividade antifungica foi realizado pelo método da difusdo em meio sélido, conforme
documento M44-A2 (CLSI, 2009). A partir de cultura estoque mantida em caldo inclinado,
as cé¢lulas de cada estirpe foram inoculadas em 3 mL de meio Sabouraud 1x e incubadas a
35 °C por 24 horas. Em seguida, a partir das culturas crescidas, foram realizadas dilui¢des
para obtencdo de indculo final contendo 10® UFC/mL para utilizagdo nos ensaios. As placas
contendo dgar Sabouraud (60 mL) foram inoculadas com a suspensao da levedura, utilizando
swab estéril, usado para distribuir uniformemente as células sobre a superficie do meio. As
placas foram mantidas em repouso por aproximadamente 5 minutos em temperatura
ambiente, para melhor absor¢ao do indculo no meio de cultura. Em seguida, foram colocados
sobre a superficie do meio discos de papel filtro estéreis, com diametro de aproximadamente
10 mm, e 50 pL da solugdo de Trx-CpOsm (1,196 mg. mL-1) foi inserida sobre o disco. Apos
um periodo de 30 minutos para secagem do papel filtro, um volume de mais 50 pL da
proteina recombinante foi colocado sobre o papel, totalizando 100 pL utilizados no ensaio.
Esse processo foi repetido para discos contendo fluconazol (100mg/mL) e agua Milli-Q
estéril como controle positivo e negativo, respectivamente. Para verificar a atividade
antifingica do agente solubilizante da proteina, discos contendo no total 100uL no diluente
da proteina (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, contendo NaCl 500 mM e CTAB 0,2% (m/v)) também

foram utilizados nos ensaios. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Os resultados
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foram avaliados a partir da mensuracao dos diametros dos halos de inibi¢ao de crescimento
fingico em milimetros (mm). O ensaio foi realizado em duplicata, sendo considerada a

média aritmética dos valores obtidos.

3.7.2 Teste de microdiluicio em caldo

Os ensaios de atividade antifungica também foram realizados com base na
técnica de microdiluicdo em placa de 96 pogos conforme descrito pelo documento M27-A3
(CLSI, 2008). A partir de cultura estoque mantida em caldo inclinado, as células foram
inoculadas em 3 mL de meio Sabouraud 1x e incubadas a 35 °C por 24 horas. Em seguida,
a partir das culturas crescidas, foram realizadas dilui¢des para obten¢do de inoculo final
contendo 10° UFC/mL para utilizacdo nos ensaios. Inicialmente, ao primeiro pogo de cada
linha da placa, foram adicionados 200 pL de solu¢do com Trx-CpOsm de concentragdo 1
mg/mL em Tris-HCI 50mM, NaCl 0,5M e CTAB 0,2% (m/v). Em seguida, 100 puL de 4gua
Milli-Q estéril foi distribuido em todos os pocgos, exceto no primeiro. A diluicao seriada foi
realizada entdo a partir da retirada de uma aliquota de 100 pL do primeiro pogo contendo
unicamente a proteina para o seguinte contendo agua Milli-Q, e assim sucessivamente,
estabelecendo concentragdo decrescente de proteina de 1 a 0,00048 mg/mL. Por fim, foram
aplicados 100 pL das suspensdes celulares preparadas de cada estirpe de Candida spp. Como
controle, as células de cada estirpe testada foram inoculadas em pogos contendo apenas agua
Milli-Q estéril. Para avaliar o efeito do agente solubilizante da proteina sobre as células,
foram adicionados 200 pL de solucdo de CTAB 0,2% (m/v) em Tris-HC1 50mM, NaCl 0,5M,
e em seguida foi feita a diluicdo seriada nos demais pogos contendo apenas agua Milli-Q
estéril conforme preparados para a proteina recombinante. Aos pocos contendo CTAB foram
adicionados 100 pL de suspensdo celular de cada cepa, e avaliados com relacdo a inibigdo
do crescimento. Os experimentos foram realizados em triplicata. As microplacas foram
incubadas a 35 °C e submetidas a inspec¢ao visual de crescimento microbiano e a leitura de

absorbancia a 620 nm, em leitor de Elisa (BioTek) apos o periodo de 24 horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Expressao da proteina recombinante

No presente trabalho, foram utilizadas células de E. coli BL21(DE3)
transformadas com plasmideo pET-32a(+)-CpOsm, que carrega além sequéncia de DNA
codificadora de CpOsm, a tag de solubilidade tiorredoxina. A utilizacdo de uma tag de
solubilidade apresenta uma tentativa de evitar a formagao de corpos de inclusdo e obter a
expressao de proteina soltivel em E. coli. Por definicdo, fags de solubilidade sdo proteinas
co-expressas ¢ fusionadas a proteina alvo que podem proporcionar uma melhor solubilidade
geral do produto génico. Embora o mecanismo nao seja bem compreendido, acredita-se que
a fusdo a um parceiro estavel ajude a estabilizar e promover o dobramento adequado da
proteina insoltivel (BHATWA et al., 2021). Varias etiquetas de fusao ja foram desenvolvidas
para ajudar na solubilizagdo de proteinas, dentre as mais conhecidas estaio GST, SUMO,
TrxA e NusA (YADAV et al., 2016).

Na estratégia experimental aqui empregada, a fag de solubilidade tiorredoxina
(trx) foi utilizada como parceiro de fusdo, na tentativa de aprimorar a solubilidade da
osmotina de C. procera expressa em E. coli. A expressao da proteina recombinante foi
avaliada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (Figura 7). A intensidade
notavel da banda de Trx-CpOsm, identificada com uma massa molecular aparente de
aproximadamente 37 kDa, ¢ um indicativo claro do alto nivel de expressao alcancado. Este
resultado ¢ diretamente influenciado pelo sistema de expressao escolhido, no qual o gene
que codifica a RNA polimerase T7 ¢ integrado ao cromossomo da bactéria, sob o controle
do promotor lac L8-UVS5. Este sistema demonstrou ser altamente eficiente ao promover
niveis significativos de transcri¢ao e tradu¢do (ROSANO; CECCARELLI, 2014), o que foi
confirmado pelo alto nivel de expressao da osmotina recombinante de Calotropis procera
pela cepa. Entretanto, apesar do uso da tag de solubilidade, a proteina foi integralmente
expressa de forma insoluvel em corpos de inclusdo (Figura 7). Ainda que varios relatos na
literatura atestem que o uso de tags de fusdo facilitam a expressdo da proteina na fragao
solivel e auxiliam no seu enovelamento adequado, cada proteina ¢ diferente ¢ ndo ha
garantias que as mesmas condigdes de expressao funcionem da mesma forma para todas as
proteinas (KAUR et al, 2018).

A co-expressao de proteinas PR-5 com tags de solubilidade atesta a variabilidade
de eficacia dessa abordagem, uma vez que tantos resultados positivos como negativos sdo

relatados na literatura (HIGUCHI et al., 2016; JAMI et al., 2007), demonstrando que o
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sucesso dessa abordagem para evitar a formacao de corpos de inclusdo pode variar de uma
proteina para outra e requer uma otimiza¢do empirica (BHATWA et al., 2021).

Com o intuito de recuperar a proteina em sua conformagao nativa, os corpos de
inclusdo obtidos a partir de expressdo em E. coli BL21(DE3) transformadas com plasmideo
pET-32a(+)-CpOsm, foram submetidos a tentativas de solubilizacdo a partir do uso de agente

surfactante.

Figura 7 — Perfil eletroforético da indugdo de células de BL21(DE3) transformadas com os
plasmideos pET-32a-CpOsm.

FSNI FINI

Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). (A) BL21(DE3)
transformada com plasmideo pET-32a-CpOsm, expressando osmotina fundida a tiorredoxina (Trx-CpOsm)
com uma massa molecular aparente de ~37,226 kDa (seta vermelha). M: marcador PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific); FSI: Fracdo Soluvel Induzida; FII: Fra¢dao Insoluvel induzida; FSNI:
Fracdo Soluvel Nao Induzida; FINI: Fracao Insoluvel Néo Induzida.
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4.2 Solubilizacdo dos corpos de inclusiao

Para a recuperacdo de proteina bioativa a partir de corpos de inclusdo, o
detergente cationico brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) foi escolhido como agente
solubilizante. Em uma abordagem inicial, a fracdo insolivel resultante do processo de lise
celular foi ressuspendida em tampao de solubilizacao (Tris-HCI 50 mM pH 8 NaCl 500 mM,
imidazol SmM) contendo CTAB 1% (m/v) e incubada a 50 °C por 2 horas. A analise do gel
de eletroforese revelou que o uso de CTAB na concentragdo de 1% (m/v) foi eficaz na
solubilizacdo da proteina, como evidenciado pela visualizagdo da banda correspondente a
proteina recombinante na fracao solivel (Figura 8). O acompanhamento da solubilizac¢do ao
longo do periodo de 2 horas revelou que nos 30 minutos iniciais de incubagao a 50 °C os
corpos de inclusdo atingiram a solubilizagdo méaxima possivel nas condigdes testadas.
Embora a solubilizacdo de Trx-CpOsm a partir da reacdo com o surfactante tenha ocorrido,
ela foi apenas parcial, sendo possivel observar que uma fracdo substancial da proteina

permaneceu insoliivel, apontando a necessidade de ajustes na metodologia empregada.

Figura 8 — Perfil eletroforético de células BL21(DE3) transformadas com o plasmideo pET-
32a(+)-CpOsm ap6s lise celular e solubilizagdo dos corpos de inclusdo a partir do pellet
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condig¢des desnaturantes. A) Fragdo soltivel da suspenséo de
solubilizagdo incubada a 50 °C apds (1) 30 minutos (2) 60 minutos (3) 90 minutos (4) 120 minutos. B)
Resultado da tentativa de solubilizag¢@o dos corpos de inclusdo; CIS: Corpos de Inclusdo Solubilizados; CINS:
Corpos de Inclusdo Nao Solubilizados. M: marcador PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific).
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Com o intuito de aumentar o rendimento de proteinas soliveis, o protocolo de
solubilizacdo dos corpos de inclusdo sofreu modificagdes (Figura 9). Na metodologia
anteriormente aplicada, a solucao resultante da lise celular era submetida a centrifugagao e
o pellet contendo os corpos de inclusao era recuperado para posterior solubilizacdo. Em uma
abordagem alternativa, a solu¢do de solubilizagdo foi adicionada ao final da etapa de lise
celular e, em seguida, incubada na temperatura de 50 °C. O tempo de incubagdo também foi
ajustado, j& que, com base nos resultados anteriormente alcangados, o periodo de 30 minutos

¢ suficiente para promover a solubilizag¢do da proteina.

Figura 9 — Ilustragdo esquematica da metodologia aplicada para solubilizagdo de Trx-CpOsm
expressa em E.coli

Expressdo da proteina —3p Recuperagao das >
recombinante células

I d o

| i - ()
\- St M, — iy .

Lise celular

= i e / Recuperagio
o i - d
Solubilizagao dos = ,// OS_ corpr:)'s
; w — deinclusdo
corpos de inclusao .
em solucdo = | & |
2 3=
“ ( = @ /CTAB v
® . |
o) W &
Purlflcat;’ao ga Recuperacdode Solubilizagdo dos
proteina % ; ’ "
proteinasoluvel corposdeinclusdoa
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O processo envolve quatro passos principais: (1) Expressdo da proteina recombinante, (2)
Recuperagdo das células induzidas, (3) Lise das células, (4) Solubilizagdo dos corpos de inclusdo,
(5) Purificagdo da proteina solubilizada. A seta azul indica a modificagdo na metodologia de
solubilizagdo dos corpos de inclusdo de Trx-CpOsm. Fonte: Autora. Criado com BioRender.com.
A partir da analise do gel de eletroforese e comparacao da intensidade de bandas,
¢ possivel constatar que a alteragdo no protocolo resultou em um aumento significativo de
rendimento no processo, com praticamente toda a quantidade de proteina localizada na

fragdo soluvel (Figura 10). A lise celular na auséncia do reagente comprova a necessidade

de adicao de um agente de solubilizagdo para alcangar a recuperagdo de proteina em sua
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forma nativa e, no experimento em questdo, o detergente cationico CTAB mostrou-se ideal

para promover a solubiliza¢do de Trx-CpOsm nas condig¢des testadas.

Figura 10 - Perfil eletroforético de células BL21(DE3) transformadas com o plasmideo pET-
32a(+)-CpOsm ap6s lise celular e solubilizagdo dos corpos de inclusdo a partir do lisado
total
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). A seta vermelha indica
rCpOsm. (A) Lise celular na auséncia de CTAB. (B) Lise celular na presenga de CTAB. M: marcador
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); FS: Fracdo Soluvel FI: Fragdo Insolavel.

Na abordagem inicialmente testada, a ressuspensao dos corpos de inclusdo a
partir do pellet em tampao de solubilizagdo era desafiadora, com parte do agregado
permanecendo inacessivel para a renaturacdo adequada. A provavel causa para essa
dificuldade ¢ a presenca de detritos celulares, acido nucleico e algumas proteinas de
membrana que podem interagir com os corpos de inclusdo, devido a maior densidade e carga
do agregado proteico (SINGHVI et al., 2020). Convencionalmente, a separacao dos
contaminantes dos corpos de inclusdo inclui varias etapas de lavagem do pellet com baixas
concentragdes de detergentes ou agentes caotropicos, o que pode levar a perda de parte da
proteina de interesse (PETERNEL, 2013; SINGH et al., 2015). A solubilizagao dos corpos
de inclusdo quando ainda em solu¢do de lise foi uma alternativa vidvel para evitar perdas de

proteina com a lavagem do pellet e aumentar consideravelmente o rendimento do processo.
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Com a implementacao da nova metodologia, a duracao da indugdo tornou-se um
fator importante a ser considerado ja que apresentou maior eficiéncia quando aplicada as
células cujo periodo de inducdo foi de 2 horas, em contraste com o periodo de 18 h de
indugdo (Figura 11). De fato, a duracdo da indugdo ¢ um parametro que deve ser otimizado
durante o desenvolvimento de um protocolo de expressdo de proteina recombinante. Isso
porque ao passar do tempo, a limitacdo de nutrientes torna o ambiente toxico e a produgdo
da proteina de interesse ja ndo se torna tdo desejavel porque ha aumento da producdo de
outros compostos pelo microrganismo, como metabolitos secundarios (HUNTER; BIBBY;
BAUTISTA, 2016; NASCIMENTO, 2016). No trabalho em questdo, o efeito negativo do
aumento do tempo de indugdo sobre a recuperacao de proteina soltvel a partir dos corpos de
inclusdo pode decorrer justamente do acimulo de outros produtos gerados pelo sistema de
expressao, que podem interagir com o agregado proteico e, assim, diminuir a eficiéncia da

solubilizacdo do CTAB sobre os corpos de inclusdo.

Figura 11 — Perfil eletroforético de células BL21(DE3) transformadas com os plasmideos
pET-32a(+)-CpOsm ap0s lise celular e solubilizacao dos corpos de inclusdo a partir do lisado
total apos diferentes periodos de inducao
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). A seta vermelha indica
a altura correspondente de rCpOsm no gel. (A) Lise celular na presenca de CTAB com células induzidas por
18h (B) Lise celular na presenca de CTAB com células induzidas por 2h M: marcador PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific); FS: Fra¢ao Soluvel FI: Fracao Insoluvel.

A eficacia do CTAB em promover o refolding de proteinas expressas em corpos
de inclusdo ja foi comprovada para diferentes proteinas (PURI ez al., 1992; SINGH; GUPTA,

2008; WANG et al., 2005). Esse efeito também foi constatado para a osmotina recombinante
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em questdo, ja que permitiu a recuperacdo de proteina soluvel com alto rendimento,
validando o uso desse surfactante no experimento. Além de ter sido eficiente no objetivo
aqui tracado, a utilizagdo do CTAB apresenta vantagem sobre outros métodos de
solubilizacao de corpos de inclusdo (Tabela 2). Isso porque a utiliza¢ao de detergentes, como
o CTAB, promove a solubilizagcdo da proteina sem desnaturagao. O proposto modo de agao
de surfactantes cationicos nesse processo abrange uma série de interagdes. Primeiramente,
sdo estabelecidas interagdes hidrofobicas entre a estrutura dos corpos de inclusdo e a cadeia
lateral acila do detergente, seguida pela repulsdo entre os grupos carregados positivamente
do surfactante e a estrutura da proteina. Esse complexo de interagdes formado ¢ capaz de
superar as forcas associativas do corpo de inclusdo e produzir a solubilizagdo da proteina
(PURI et al., 1992). Sendo assim, a utilizagdo do CTAB dispensa a necessidade de uma etapa
de refolding, tornando o processo mais simples. Além disso, por promover a solubilizagao
por um mecanismo diferente, a utilizacdo do CTAB na solubilizagdo de corpos de inclusao
permite superar problemas comuns nesse processo, como modificagdes nas cadeias laterais

de aminodcidos e agregagdo (SINGHVI et al., 2020).

Figura 12 — Detergente catidnico CTAB
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Fonte: ChemSpider, 2023

Tabela 2 — Analise comparativa de varios métodos de solubilizagdo de corpos de

inclusao
Natureza do Método Vantagens Desvantagens
método

Desnaturagao 8M ureia - Potencial para - Baixa recuperacao

forte solubilizar uma de proteina bioativa
ampla gama de Cls - Modificagdo de
bacterianos cadeias laterais de
- Baixo custo de aminoacidos

reagente




6M GdnHC1
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- Causa agregacao
- Baixa recuperagdo

de proteina bioativa

Desnaturagao Prensa francesa - Alto rendimento - Técnica de alto custo
leve
pH alcalino - Potencial para - Modificagdo nas
solubilizar uma cadeias laterais de
ampla gama de Cls aminoacidos
bacterianos
- Boa recuperacao
de proteina bioativa
Baixo custo de
reagente
Baseado em - Custo-beneficio -Agregacdo
calor - Metodologia induzida pelo
rapida aquecimento  das
proteinas
Baseado em - Custo-beneficio - Modificagoes
acido quimicas irreversiveis
- Clivagem 4cida
Sem Baixa - Dispensa etapa de - Interferéncia com
desnaturacao concentragao refolding processos
de solvente - Reagentes de cromatograficos
organico, baixo custo
DMSO, CTAB
e demais
detergentes

Fonte: Adaptado de (SINGHVI et al., 2020)
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4.3 Cromatografia IMAC com niquel imobilizado

A cromatografia ¢ uma operacdo critica na obtengdo de proteinas recombinantes
bioativas, uma vez que além de promover a purificagao da molécula alvo, pode auxiliar no
redobramento da proteina em sua forma nativa quando sdo expressas em corpos de inclusao
(RAJENDRAN; PUSHPAVANAM; JAYARAMAN, 2022). Como estratégia para
purificacdo de rCpOsm, foi utilizada a matriz Ni Sepharose 6 Fast Flow, que permite a
purificacdo eficaz de proteinas expressas com cauda de histidina, como € o caso da proteina
recombinante em questdo. A cromatografia foi conduzida utilizando o tampao Tris-HCI 50
mM pH 8,0, NaCl 500 mM, contendo imidazol em concentragdes variaveis.

Trés picos (PI, PII e PIII) foram obtidos, sendo o primeiro pico eluido com o
tampao contendo imidazol na concentragdo de 40 mM, o segundo com imidazol 100 mM e
o terceiro com imidazol 250 mM. Apenas os picos PI e PIII apresentaram valores de
absorbancia relevantes (Figura 13 A). As fracdes 1 a 9 (PNR), 14 a 23 (PI), 33 a40 (PII) e
44 a 58 (PIIl) foram reunidas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. A andlise por
eletroforese mostra que a maior parte de rCpOsm foi encontrada nas fragdes correspondentes
ao pico III, eluido com tampao contendo imidazol na concentragdo de 250 mM, e apenas
uma pequena parcela da proteina foi eluida com tampao contendo imidazol 100 mM (Figura
13 B). Apesar da predominancia de rCpOsm nas fracdes correspondentes ao PII, € possivel
observar a presenc¢a de bandas, ainda que fracas, correspondentes a moléculas que ndo sao
de interesse.

Os resultados obtidos apontam a eficiéncia do protocolo empregado, sendo capaz
de promover a separagao praticamente completa de rCpOsm solubilizada com CTAB 1% em
um Unico pico cromatografico. No entanto, a presenca de bandas correspondentes a proteinas
nao desejadas aponta necessidade de ajustes nos parametros empregados no processo
cromatografico. Em outra abordagem, a utilizacdo de métodos baseados em membrana
semipermeavel com valor de peso molecular de corte (MWCO, de molecular weight cutoff)
apropriado para exclusdo de moléculas ndo alvo, como didlise e ultracentrifugagdo em
Vivaspin™, podem contribuir para obtencao de proteina na pureza adequada para posteriores
ensaios de atividade bioldgica.

Recomenda-se, para a purificagao de proteinas solubilizadas a partir de corpos
de inclusdo, que o agente solubilizante seja adicionado aos tampdes utilizados durante o
procedimento cromatografico, com o objetivo de evitar a agregacdo da proteina e assegurar

que ela permaneca soluvel durante o processo (GE Healthcare, 2010). No experimento aqui
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descrito, a purifica¢do ocorreu sem adi¢cao de CTAB durante o processo cromatografico. Por
essa razao e para evitar a precipitacdo da proteina apds o processo cromatografico, o pico no
qual ocorreu a diluicdo da proteina foi dialisado contra tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0,

NaCl 500 mM e CTAB 0,2% (m/v).

Figura 13 - Perfil cromatografico de Trx-CpOsm em matriz de Sepharose com niquel
imobilizado.
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(A) Grafico construido a partir das leituras de absorbancia. Durante a cromatografia trés picos (PI, PII e PII)
foram obtidos, um foi eluido com o tampao contendo imidazol 40 mM (Abs 1,158), outro com imidazol 100
mM (Abs 0,333) e o terceiro com imidazol 250 mM (Abs 0,730) (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida
(15%) em condigdes desnaturantes das fracdes obtidas a partir da cromatografia. A seta vermelha indica
rCpOsm. PRN: Pico nio retido; PI: Pico retido I; PII: Pico retido II; PIII: Pico retido IIT; M: marcador Pierce™
Unstained Protein MW Marker (Thermo Fisher Scientific). Fonte: Elaborado pela autora.
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4.4 Dosagem da proteina e concentracio por ultracentrifugacio

A dosagem de rCpOsm pela aplicagdo da Lei de Lambert-Beer constatou a
recuperagdo de 17,8 mg de proteina solivel por litro de cultura a partir do protocolo
empregado. O rendimento desse processo € aproximadamente doze vezes maior do que o
obtido a partir da expressao heterdloga em Pichia pastoris e de CpOsm nativa purificada do
latex de Calotropis procera (OLIVEIRA, 2014).

O volume final de solugdo apds didlise contra tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
NaCl 500 mM e CTAB 0,2% (m/v) foi submetido ao processo de ultrafiltragdo com o intuito
de concentrar a proteina e retirar impurezas. Para isso, foi utilizada a coluna de centrifugagado
e ultrafiltracdo Vivaspin™ 20 10 kDa MWCO (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala,
Suécia). Foi obtida uma solugdo contendo rCpOsm na concentracao de 1,196 mg/mL. A
analise do perfil eletroforético da solugdo concentrada permite atestar a presenga apenas da
banda correspondente a proteina recombinante (Figura 14). Sendo assim, apds submissao
ao processo de ultrafiltragdo, a solugdo proteica atingiu a pureza e concentracao adequada

para posterior aplicagdo em ensaios de atividade antifingica.

Figura 14 - Perfil eletroforético da solugdo proteica concentrada a partir do processo
de ultrafiltragdo em Vivaspin™ 20 10 kDa MWCO.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢des desnaturantes. A seta vermelha indica
rCpOsm. PC: Proteina Concentrada; M: marcador Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo
Fisher Scientific).
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4.5 Avaliacao de atividade antifungica in vitro

A atividade antifingica da osmotina de Calotropis procera estd diretamente
relacionada com a manuten¢ao de sua estrutura tridimensional. De Freitas e colaboradores
(2011) demonstraram que a reducdo das ligagdes dissulfeto presentes na estrutura de CpOsm
leva a perda da atividade bioldgica contra Fusarium solani, Neurospora sp. e Colletotrichum
gloeosporioides. Para verificar se a proteina recombinante solubilizada e purificada no
presente trabalho estd na sua conformagao nativa e consequentemente biologicamente ativa,
foram conduzidos ensaios de atividade antifingica contra seis estirpes de Candida: Candida
Krusei ATCC 6258, Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 90018,
Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 13803 e Candida tropicalis
ATCC 750.

A avaliacdo da atividade antifingica da proteina recombinante Trx-CpOsm pelo
método de difusdo em 4agar revelou a acdo inibitoria da proteina sobre todas as estirpes
testadas (Figura 15). Os valores dos halos de inibi¢ao estdo representados na Tabela 3. O
diametro dos halos de inibi¢ao variou de 21 mm a 35 mm. A cepa mais sensivel a presenca
da proteina foi C. parapsilosis ATCC 90018, enquanto a menos sensivel foi C. tropicalis
ATCC 13803.

Partindo do conhecimento que surfactantes cationicos sdo amplamente utilizados
como agentes antimicrobianos em diversos setores, como em hospitais, indistria alimenticia
e cosméticos (BUFFET-BATAILLON et al., 2012), o potencial de inibicdo da solucdo
diluente da proteina contendo o agente solubilizante CTAB 0,2 % (m/v) também foi
avaliado. O teste de difusdo em agar confirmou a acdo fungicida do detergente, revelando a

formacao de halos com diametros variando de 18,5 mm a 27 mm.
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Tabela 3 — Diametros médios (mm) dos halos de inibi¢ao obtidos pelo método de difusdo em
agar das estirpes de Candida spp.

Amostra testada

Estirpe Trx- CpOsm CTAB Fluconazol = Agua Milli-Q
C. albicans 25,5 18,5 1,0 0,0
ATCC 10231

C. Krusei 33,0 25,5 34,0 0,0
ATCC 6258

C. tropicalis 21,0 21,0 25,0 0,0
ATCC 13803

C. tropicalis 26,0 22,0 2,0 0,0
ATCC 750

C. parapsilosis 35,0 27,0 35,0 0,0
ATCC 90018

C. parapsilosis 28.5 25,5 34,0 0,0

ATCC 22019

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15 — Teste de difusdo em agar das estirpes de Candida spp.

(A) C. tropicalis ATCC 13803 (B) C. albicans ATCC 10231 (C) C. tropicalis ATCC 750 (D) C. parapsilosis
22019 (E) C. parapsilosis ATCC 90018 (F) C. krusei ATCC 6258. 1:Trx-CpOsm (1,196 mg/mL) em Tris-HCl
50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM e CTAB 0,2% (m/v); 2: Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM e CTAB 0,2%
(m/v); 3: Fluconazol (100 mg/mL); 4: Agua Milli-Q estéril.

Fonte: Autora.
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Para verificar a suscetibilidade das estirpes de Candida spp. frente as variagdes
de concentragdo da proteina e de CTAB, foi conduzido o teste de microdiluicdo em caldo
para as cepas C. krusei ATCC 6258, C. albicans ATCC 10231 e C. tropicalis ATCC 13803.
Esse ensaio permitiu comparar o efeito de diferentes concentragdes da proteina solubilizada
e de seu agente solubilizante separadamente e analisar sua influéncia sobre o crescimento
celular. As concentragdes de Trx-CpOsm avaliadas variaram de 1000 ng/mL a 0,48 pg/mL.
A diluicao de CTAB foi conduzida a partir da concentracdo determinada desse reagente no
diluente da proteina que ¢ de 0,2%. Logo, as concentragdes de CTAB variaram de 2000
ug/mL a 0,97 pg/mL. Além da andlise visual das placas, a inibi¢do do crescimento
microbiano foi confirmada a partir dos valores de absorbancia a 620 nm.

O resultado do teste de microdiluicao em caldo para as estirpes incubadas com
Trx-CpOsm confirmou a acao fungicida da osmotina, que foi capaz de inibir o crescimento
das células em todas as concentragdes testadas nos ensaios (Figura 16). Os valores de
absorbancia das culturas incubadas com o agente solubilizante da proteina, CTAB, também

indicam inibi¢do do crescimento celular das estirpes testadas (Figura 17).
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Figura 16. Gréficos das leituras de absorbancia a 620 nm de estirpes de Candida spp.

incubadas com a proteina Trx-CpOsm.
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Figura 17. Gréficos das leituras de absorbancia a 620 nm de estirpes de Candida spp.
incubadas com CTAB.
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Ao comparar o efeito da proteina recombinante e do CTAB sobre o crescimento
celular, ¢ possivel visualizar que o efeito inibitorio da proteina sobre o fungo permanece
mesmo em concentracdes mais baixas. Por outro lado, em concentragdes de CTAB iguais ou
menores que 1,95 pg/mL, o efeito sobre as estirpes diminui drasticamente. Logo, como a
proteina recombinante utilizada nos ensaios estava diluida em tampao Tris-HCl 50mM, NaCl
0,5M e CTAB 0,2%, ¢ possivel inferir que em concentragcdes mais baixas o efeito inibitdrio
sobre o crescimento celular se deu unicamente ao efeito da osmotina. Por outro lado, em
concentragdes mais altas, o agente solubilizante provavelmente exerce efeito
antimicrobiano, assim como a proteina.

Ainda que ambos apresentem atividade antiflingica, o modo de acdo de
osmotinas € do CTAB sobre os microrganismos sao distintos. Surfactantes cationicos, como
o CTAB, s3o capazes de promover a desintegragdo da membrana do patdégeno gragas a
interagdo eletrostatica e hidrofobica entre sua estrutura e os componentes da membrana,
apresentando atividade contra bactérias, fungos e virus (FALK, 2019; ZHOU; WANG,
2020). Diferentemente, a atividade antifungica de osmotinas em leveduras estd associada a
morte celular programada e produgdo de espécies reativas de oxigénio. Em Saccharomyces
cerevisiae, a proteina NP24 do tomate, homodloga da osmotina, leva a perda de viabilidade
celular pela interacdo com o receptor PHO36 e consequente indu¢do de morte celular
programada dependente da caspase (HIGUCHI ef al., 2016). Em Candida albicans, por sua
vez, um peptideo derivado de proteinas semelhantes a osmotina e taumatina foi capaz de
induzir a produgao de espécies reativas de oxigénio e apoptose (LOPES, 2018). De forma
similar, a osmotina de Calotropis procera aqui testada pode estar atuando sobre as estirpes
de Candida spp. a partir da ativagdo de processos de morte celular programada e geracao de
espécies reativas de oxigénio.

Diante da distingdo nos modos de agdo, uma formula¢do contendo CpOsm e
CTAB apresenta consideravel potencial de aplicagdo como antifiingico no tratamento de
infecgdes causadas por Candida spp. Esse enfoque € particularmente significativo devido as
limitagdes nas classes principais de agentes antifingicos tradicionais, que tém alvos
celulares bem definidos: os polienos, que se ligam ao ergosterol da membrana celular
fingica, conduzindo a lise celular; azdis que inibem a biossintese do ergosterol; e
equinocandinas que inibem a biossintese de B-1,3-glucano da parede celular de fungos
(PAIVA; PEREIRA, 2023). Como consequéncia da ampla utilizagdo desses agentes
antiflingicos, a resisténcia de espécies patogénicas de Candida spp. aos medicamentos esta

aumentando, o que demonstra a necessidade de busca de agentes antifungicos eficazes com
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alvos diferentes no patdgeno dos ja explorados nos antifungicos atuais (LI et al., 2018).
Nesse contexto, abordagens como combina¢des de medicamentos tém sido exploradas com
o intuito de contornar o problema de desenvolvimento de resisténcia (VITALE, 2021). Dessa
forma, a combinacdo estratégica de Osmotina e CTAB, com seus distintos mecanismos de
acdo, oferece uma abordagem promissora, atingindo as células fungicas de Candida spp. de
maneiras complementares, potencialmente superando desafios relacionados a resisténcia aos
agentes antifingicos convencionais.

Sendo assim, no processo metodologico aqui conduzido, o CTAB além de
solubilizar a proteina, poderia contribuir para a atividade antifingica e potencializar o efeito
antimicrobiano da solugdo contendo a osmotina de Calotropis procera. Em consonincia com
a investigacao aqui conduzida, MARTINS DA SILVA FILHO et al., 2023 demonstrou que o
CTAB residual resultante do processo de sintese de materiais mesoporosos, garante ao
material sintetizado acdo antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus e Candida, com a
toxicidade reduzida para células humanas, o que abre a possibilidade para o uso de
nanomateriais baseados em CTAB. Portanto, a presenca de CTAB residual apos
solubilizacdo dos corpos de inclusdo e recuperagdo de proteina bioativa poderia
complementar a atividade antifingica ja apresentada pela proteina e dificultar o

desenvolvimento de resisténcia pelo patdgeno.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho, a osmotina de Calotropis procera, fusionada a uma tag de
solubilidade do tipo tiorredoxina, foi expressa heterologamente em Escherichia coli. A
proteina Trx-CpOsm foi expressa integralmente em corpos de inclusdo. A recuperagdo de
proteina recombinante solivel a partir da solubilizacdo dos corpos de inclusdo mediante
tratamento com o agente surfactante brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) foi eficiente,
permitindo alcan¢ar um rendimento de proteina purificada de 17,8 mg/L de cultura. Ensaios
de atividade antifungica com estirpes do género Candida spp. comprovaram que a proteina
recombinante esta biologicamente ativa. O agente solubilizante da proteina também
apresentou atividade antimicrobiana. Por atuarem por mecanismos de ac¢des diferentes, Trx-
CpOsm contendo CTAB residual representa uma formulagdo promissora para aplicacdo

como antifiingico no tratamento de infec¢des causadas por Candida spp.
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ANEXO A — SEQUENCIA DA PROTEINA Trx-CpOsm

MSDKITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDETADEYQGKLTVAKL
NIDONPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGOLKEFLDANLAGSGSGHMHH
HHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADIGSENLYFQGATFETI
RNNCPYTIWAAAVPGGGRRLNSGQTWTINVAPGTAGARIWPRTNCNEFDGAGRGRCQTGD
CNGVLECKGYGQPPNTLAEYALNQFONLDFFDISLVDGENVPMEFSPVSGSGDKCRAIR
CTADINGQCPNELRAPGGCNNPCTVFKTDKYCCNSGSCGPTTYSREFFKERCWDAYSYPK
DDPTSTEFTCPSGTNYRVIFCPPGLEHHHHHH
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ANEXO B - PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DE Trx-CpOsm OBTIDOS A PARTIR

Number of amino acids:
Molecular weight:

Theoretical pI:

DA FERRAMENTA ProtParam

41881.89

.99

Amino acid composition:

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
Pyl
Sec

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu):
Total number of positively charged residues (Arg + Lys):

(A)

CO<SKK=TZHOWUMHMIIRECEHITOEHO QU =2

31
16
22
29
18
11
14
41
15
18
24
19

5
18
24
21
26

6
11
14

O O O
o° oe

o

8.
2%
. T%
.5%
. T%
. 9%
.6%
.6%
.9%
T%
2%
.9%
.8%
. T%
2%

Atomic composition:

Carbon

Hydrogen
Nitrogen

Oxygen
Sulfur

Formula:

n O Z T

OO WNEFEFOHUODDRE DO WO WDND IO D

1%

1829
2785
521
563
25

C1829H2785N5210563525
Total number of atoms:

Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of

in water.

Ext.

coefficient

50515

385

5723

at 280 nm measured
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Abs 0.1% (=1 g/1) 1.206, assuming all pairs of Cys residues form
cystines

Ext. coefficient 49390

Abs 0.1% (=1 g/1) 1.179, assuming all Cys residues are reduced

vitro) .

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-1life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in
>20 hours (yeast, in wvivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).
Instability index:

The instability index (II) is computed to be 21.55
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 61.14

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.452



